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POVZETEK 
Na slovenskem tržišču je prisotnih veliko prehranskih dopolnil in eno zdravilo, ki 
vsebujejo oksidirano ali reducirano obliko koencima Q10. Pogosto pa ti izdelki vsebujejo 
tudi druge aktivne sestavine, kot vitamin E in E-acetat, β-karoten in askorbinsko kislino. 
Povpraševanje po teh izdelkih narašča, saj koencim Q10 izkazuje številne pozitivne 
učinke. Zato je zelo pomembno, da imamo na razpolago ustrezne analizne metode za 
preverjanje kakovosti tovrstnih izdelkov. 
Namen magistrske naloge je bil vpeljati nov način za določanje skupne koncentracije 
koencima Q10, in sicer z redukcijo z natrijevim borohidridom. Optimizirali smo ključne 
stopnje redukcije, pomemben del pa je predstavljala tudi izbira končnega topila z 
namenom kratkoročne stabilizacije reducirane oblike koencima Q10. Razviti postopek smo 
primerjali z uveljavljenim postopkom redukcije z askorbinsko kislino. Ugotovili smo, da je 
uspešnost redukcije po obeh postopkih primerljiva, a je metoda z askorbinsko kislino 
dolgotrajna in ni primerna za redukcijo koencima Q10 v izdelkih. Preizkusili smo tudi 
različna topila in antioksidante za stabilizacijo reducirane oblike Q10 in ugotovili, da je 
najprimernejše topilo za zagotavljanje kratkoročne stabilnosti (stabilnost vsaj dva dni) 
askorbinska kislina v acetonitrilu (molsko razmerje askorbinska kislina proti koencim Q10 
je 1 proti 5) po redukciji z natrijevim borohidridom. 
Na zdravilu s koencimom Q10 – Fidi koencim 10 smo nato preverili razviti postopek 
določitve skupne vsebnosti koencima Q10 na osnovi redukcije. V ta namen smo preverili 
in optimizirali predhodno razvito metodo za ekstrakcijo koencima Q10 in drugih lipofilnih 
vitaminov iz mehkih kapsul. Za vrednotenje vsebnosti pa smo uporabili metodo na podlagi 
tekočinske kromatografije visoke ločljivosti (HPLC), sklopljene z UV detektorjem, ki smo 
jo prilagodili za naš namen ter jo ovrednotili za obe obliki Q10 v skladu s smernicami za 
validacijo analiznih metod. Dodatno pa smo v primerjavo določitve skupnega koencima 
Q10 vključili še dva načina, in sicer pretvorbo v popolnoma oksidirano obliko koencim 
Q10 ter sočasno določitev posameznih oblik (oksidirane in reducirane) koencima Q10. 
Ugotovili smo, da so vse tri metode primerljive in primerne za določitev skupne vsebnosti 
koencima Q10. Vsebnost določenega skupnega koencima Q10 v testiranem izdelku se je 
zelo dobro ujemala z navedeno vrednostjo.  
Ključne besede: koencim Q10, HPLC, redukcija, natrijev borohidrid  
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ABSTRACT 
On the Slovenian market, there are many dietary supplements and one registered medicine 
containing an oxidized or reduced form of coenzyme Q10. Often, other active ingredients 
are included, among others vitamin E and E-acetate, β-carotene and ascorbic acid. Demand 
for these products is rising, because coenzyme Q10 shows a number of positive effects. 
Therefore, it is very important that we have appropriate analytical methods for quality 
control of such products. 
The purpose of this master’s thesis was to introduce new way of determining the total 
concentration of coenzyme Q10 by reduction with sodium borohydride. We optimized key 
steps of reduction and important part was also choosing final solvent with the aim of short-
term stabilization of the reduced form of coenzyme Q10. Developed procedure was then 
compared with the established procedure of reduction with ascorbic acid. We found that 
the reduction is comparable, with difference that the ascorbic acid method is long-lasting 
and it’s not suitable for the reduction of coenzyme Q10 in products. We also tested various 
solvents and antioxidants for stabilization of reduced form of coenzyme Q10 and found 
that the best solvent for the short-term stabilization (stabilization at least 2 days) is ascorbic 
acid in acetonitrile (molar ratio ascorbic acid against coenzyme Q10 is 1 to 5) after 
reduction with sodium borohydride. 
Then we tested developed procedure of determination of total content of coenzyme Q10, 
based on reduction, on medicine with coenzyme Q10 – Fidi koencim 10. Therefore, we 
also verified and optimized pre-developed method for the extraction of coenzyme Q10 and 
other lipophilic vitamins from soft capsules. For evaluation of content we used method, 
based on high performance liquid chromatography coupled with UV detector, that we 
adapted for our purpose and evaluated it for both forms of coenzyme Q10 according to 
guidelines of validation of analytical methods. Additionally, in comparison, we included 2 
more ways to determine total coenzyme Q10, namely conversion to oxidized form of 
coenzyme Q10 and determination of individual forms (oxidized and reduced) at the same 
time. We have found that all three methods are comparable and suitable for determining 
the total content of coenzyme Q10. Determined content of total coenzyme Q10 in tested 
product very well matched labeled value. 
Keywords: coenzyme Q10, HPLC, reduction, sodium borohydride  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
ACN: acetonitril 
AK: askorbinska kislina 
AUC: površina pod krivuljo (ang. Area Under the Curve) 
BHT: butilhidroksitoluen 
c: koncentracija 
CoQ10: koencim Q10 – ubikinon (ubidekarenon) 
CoQ10H2: koencim Q10 – ubikinol  
EDTA: natrijev etilendiaminotetraacetat dihidrat 
FPP: farnesil pirofosfat 
g: večkraten gravitacijski pospešek – enota za centrifugiranje (ang. times gravity) 
GSH: glutation 
HMG-CoA: 3-hidroksi-3-metil-glutaril koencim A 
HPLC: tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Performance Liquid 
Chromatography) 
LOD: meja zaznave (ang. Limit of Detection) 
LOQ: meja določitve (ang. Limit of Quantification) 
MF: mobilna faza 
MM: molekulska masa 
MQ: MiliQ voda 
QC: kontrolni vzorec (ang. Quality Control) 
rpm: obrati na minuto (ang. revolutions per minute) 
RSD: relativni standardni odklon (ang. Relative Standard Deviation) 
SD: standardni odklon (ang. Standard Deviation) 
t: čas 
THF: tetrahidrofuran 
USP: Ameriška farmakopeja (ang. United States Pharmacopeia)  
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1 UVOD 
1.1 KOENCIM Q10 
Koencimi Q so lipofilne molekule, ki jih najdemo v vseh živih celicah. Oblika, ki jo 
najdemo pri človeku, je koencim Q10. Koencim Q10 je bil prvič izoliran leta 1957 iz 
mitohondrijev srca goveda. CoQ10 je sestavljen iz benzokinonskega dela in 10 izoprenskih 
enot (1). Kemijsko je 2,3-dimetoksi-5-metil-6-dekaprenil-1,4-benzokinon in je v trans 
konfiguraciji (slika 1) (2). Koencim Q10 ne spada med vitamine, saj ga delno človek sam 
sintetizira (3). Vitamini so namreč snovi, ki so nujno potrebne za rast in metabolne 
procese, ampak jih človeško telo ne more sintetizirati (4). 
 
Slika 1: Ubikinon - CoQ10 (prirejeno po (2)) 
Odrasli človek ima v organizmu približno 2 g koencima Q10, dnevno pa ga mora 
nadomestiti približno 0,5 g (1). Najvišje koncentracije koencima Q10 so v srcu, ledvicah, 
jetrih, mišicah in možganih (2). Približno 50 % se ga nahaja v mitohondrijih, preostalo pa v 
citosolu (približno 10 %) in drugih organelih. V organizmu je v oksidirani (ubikinon) ali 
reducirani obliki (ubikinol in semikinon). Večinoma prevladuje reducirana oblika, le v 
pljučih in možganih je več oksidirane oblike (1,2). Med tkivi se zelo razlikuje skupna 
koncentracija koencima Q10. Največ ga je v srcu, ledvicah, jetrih, mišicah in trebušni 
slinavki, najmanj pa v koži in krvni plazmi (5). S starostjo skupna koncentracija pada, a 
različno hitro v posameznih tkivih, kar je prikazano na sliki 2. Dodatno se še razmerje med 
oksidirano in reducirano obliko pomakne na stran oksidirane (1,6). 
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Slika 2: Spreminjanje vsebnosti koencima Q10 v različnih organih glede na starost (prirejeno po (1)) 
Koencim Q10 je pomemben del dihalne verige, saj pomaga pri prenosu elektronov iz 
kompleksa I in II na kompleks III, pomaga tudi pri uravnavanju razmerja NAD+/NADH 
preko CoQ-odvisne NADH-oksidaze v membrani celic. Prav tako preprečuje odprtje por v 
membrani mitohondrija in tako preprečuje apoptozo (prepreči, da bi velike molekule 
prehajale preko membrane). Ima tudi protivnetne učinke in pomaga preprečevati 
endotelijsko disfunkcijo s stimuliranjem sproščanja dušikovega oksida (7). 
1.1.1 BIOSINTEZA 
Največ koencima Q10 nadomestimo z endogeno sintezo, delno pa s hrano (5). Biosintezna 
pot še ni popolnoma poznana (8). Prekurzor za sintezo je 4-hidroksibenzoat, ki se 
sintetizira iz tirozina preko še neznanih reakcij. Izoprenska veriga se sintetizira preko 
mevalonatne poti, ki je značilna tudi za biosintezo holesterola. Mevalonatna pot se začne v 
citosolu s kondenzacijo molekul acetil-CoA s pomočjo HMG-CoA reduktaze in nato s 
kondenzacijo treh molekul acetil-CoA, fosforilacije, dekarboksilacije, izomerizacije in s 
pomočjo FPP-sintaze nastane farnesil pirofosfat (FPP), ki se pretvori v CoQ10 in tudi v 
holesterol. Nato se sinteza nadaljuje s kondenzacijo FPP, da se tvori dolga izoprenska 
veriga. Potem se v mitohondriju ta veže na 4-hidoksibenzoat. Nato poteče več reakcij 
(hidroksilacija, metilacija, dekarboksilacija in ostale), ki so predstavljene na sliki 3 in za 
katere je potrebno večje število encimov. Nekateri od njih še niso znani (8). Celotna 
sinteza je sestavljena iz sedemnajstih korakov, sodeluje pa tudi sedem vitaminov (B2, B3, 
B5, B6, B9, B12, C) (5).  
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Slika 3: Končne reakcije sinteze koencima Q10 (prirejeno po (9)) 
 
1.1.2 FARMAKOKINETIČNE LASTNOSTI 
Koencim Q10 je lipofilna molekula. Absorpcija učinkovine je zelo slaba. V študiji na 
podganah so ugotovili, da se ga absorbira le 2–3 % (2). Tudi pri ljudeh je absorpcija 
manjša od 10 %, a jo lahko povečamo, če hkrati s koencimom Q10 zaužijemo z 
maščobami bogat obrok (2,10). Velja, da večja kot je količina peroralno zaužitega 
koencima Q10, manjši je odstotek absorbiranega. Absorpcija poteka v tankem črevesju in 
med absorpcijo ali takoj po njej se koencim Q10, ki je primarno v oksidirani obliki, 
reducira v ubikinol (2).  
Za absorpcijo in povišanje koncentracije koencima Q10 v plazmi je tako zelo pomembno 
trajanje zdravljenja, odmerki in tudi farmacevtska oblika. Koncentracija v plazmi se bolj 
poviša po uporabi solubiliziranih oblik koencima Q10 (2).  
Tkiva zelo različno privzemajo eksogeni koencim Q10 (2). Po absorpciji se koncentracija 
koencima Q10 poviša v plazemskih lipoproteinih in v jetrih, a po navadi ne v srcu ali 
ledvicah. Na študijah na podganah so ugotovili, da se pri uporabi višjih koncentracij 
koencima Q10 (150 mg/kg/dan) koncentracija poviša tudi v srcu in skeletnih mišicah, kar 
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pomeni, da so za povišanje koncentracij koencima Q10 v perifernih tkivih potrebne višje 
koncentracije v plazmi (11). 
V telesu se manjši del koencima Q10 fosforilira v celicah in se nato izloči z urinom. 
Največ koencima Q10 pa se v nespremenjeni obliki izloči z blatom. Prav tako se z blatom 
izloči majhen delež metabolitov (2). 
Koencim Q10 se pri človeku skladišči v različnih tkivih. Najvišje koncentracije (> 100 
µg/g tkiva) so v srcu, nato sledijo ledvice in jetra (> 50 µg/g tkiva), manj kot 50 µg/g tkiva 
pa je koncentracija koencima Q10 v mišicah, trebušni slinavki, ščitnici, možganih, 
črevesju, modih, vranici. V ostalih tkivih je manj od 10 µg/g tkiva (5,9). 
Razpolovni čas koencima Q10 so preiskovali na podganah in ugotovili, da je relativno 
kratek in da se razlikuje glede na tkivo. Razpolovni čas približno 50 h so ugotovili v 
mišicah, črevesju, modih, ščitnici in srcu. Daljši je bil v jetrih, trebušni slinavki, možganih, 
najdaljši (125 h) pa v ledvicah (9). 
 
1.1.3 INDIKACIJE IN NEŽELENI UČINKI 
Koencim Q10 ima več pozitivnih učinkov, zato je prisoten v številnih prehranskih 
dopolnilih, kar je razvidno tudi iz preglednice I. Namenjena so kot dopolnila pri različnih 
indikacijah, zato vsebujejo različne vsebnosti koencima Q10. Kot dopolnilo se pri 
določenih indikacijah lahko svetuje tudi do 1200 mg koencima Q10 na dan (1).  
Koencim Q10 se pogosto uporablja za zdravljenje bolezni srca. Že od leta 1974 se 
uporablja za srčno popuščanje, kasneje pa se je indikacija razširila še na kirurgijo srca 
(pred operacijsko in po operacijsko dajanje), kardiorespiratorno oživljanje skupaj s 
hipotermijo, priporoča pa se tudi pri bolnikih, ki čakajo na presaditev organov. Kot 
pomožno zdravljenje se koencim Q10 uporablja tudi pri nevrodegenerativnih boleznih. 
Učinkovitost zdravljenja se je pokazala pri Parkinsonovi bolezni, Alzheimerjevi bolezni in 
Friedreichovi ataksiji. Za zelo uspešno se je pokazala tudi uporaba pri migreni, saj se 
zmanjša pogostost napadov glavobola, in pri esencialni hipertenziji. Koencim Q10 poveča 
tudi gibljivost spermijev, zato se uporablja pri zdravljenju neplodnosti moških. Koencim 
Q10 vpliva tudi na oksidacijski stres in izboljša glikemično stanje, zato se priporoča tudi 
pri sladkorni bolezni. Priporoča se tudi uporaba koencima Q10 pri mitohondrijskih 
boleznih. Pri določenih indikacijah je torej znano, da dodatek koencima Q10 pozitivno 
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deluje, za druge indikacije, kot so rak dojke, ateroskleroza in AIDS, pa še čakamo, ali se 
bodo pokazali pozitivni rezultati (5,12,13). 
Koencim Q10 je precej varna učinkovina. Pri kliničnih študijah je le nekaj posameznikov 
poročalo o neželenih učinkih, kot so slabost in želodčne težave. Tudi pri visokih odmerkih, 
kot je 1200 mg ali celo 3000 mg na dan, ni poročil o hujših neželenih učinkih. Potrebna je 
le previdnost pri sočasni uporabi nekaterih zdravil. Potrebna je previdnost pri hkratnem 
zdravljenju z antikoagulanti in uživanjem koencima Q10, saj ima ta podobno strukturo kot 
vitamin K in ima prokoagulativno delovanje. Nekatera zdravila pa vplivajo na biosintezo 
koencima Q10, kot na primer statini, ki zavirajo HMG-CoA reduktazo. S tem zavirajo 
sintezo holesterola, hkrati pa zavrejo tudi sintezo koencima Q10. To lahko vodi v 
miopatijo ali rabdomiolizo, kar lahko preprečimo z dajanjem koencima Q10 (2). 
 
1.1.4 VIRI KOENCIMA Q10 
Zdravi ljudje morajo za dnevno nadomestitev zalog v telesu zaužiti med 30 in 100 mg 
koencima Q10, pri določenih boleznih pa se svetuje dodaten vnos od 60 do 1200 mg (1). S 
koencimom Q10 najbolj bogata hrana so ribe (losos in tuna), meso, večja vsebnost pa je 
tudi v oljih (sojino, arašidovo olje) (1,14). A v razvitem svetu z načinom prehranjevanja 
vnesemo le med 3 in 6 mg koencima Q10 dnevno, kar ni dovolj za nadomestitev znižane 
koncentracije koencima Q10, zato lahko posežemo tudi po prehranskih dopolnilih. 
Povpraševanje po teh narašča (1). Prehranskih dopolnil je na slovenskem tržišču veliko, 
registrirano pa je tudi eno zdravilo (15–17). Zdravila so snovi, ki zdravijo, preprečujejo ali 
diagnosticirajo bolezni pri ljudeh ali živalih (18). Prehranska dopolnila pa so le živila, ki 
dopolnjujejo prehrano (19). Nekaj prehranskih dopolnilih in edino registrirano zdravilo s 
koencimom Q10 v Sloveniji (Fidi koencim 10) je skupaj z aktivnimi sestavinami opisanih 
v preglednici I. V večini prehranskih dopolnil in v zdravilu je oksidirana oblika koencima 
Q10 – CoQ10 (15–17). 
Preglednica I: Nekaj prehranskih dopolnil/zdravilo s koencimom Q10 (povzeto po (15–17))* 
Prehransko dopolnilo/zdravilo Aktivne sestavine na kapsulo/tableto 
Dr. Böhm Omega 3 complex 
kapsule 
30 mg CoQ10, 12 mg vitamina E, 800 mg omega-3 kislin, 
10 µg vitamina D 
Fidi koencim 10, mehke kapsule 30 mg CoQ10, 24 mg E-acetata, askorbinska kislina, β-
karoten 
Jamieson CoQ10 60 mg (120 mg), 
kapsule 
60 (120) mg CoQ10 
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Lekarna Ljubljana, Koencim Q10 
30 mg, z antioksidanti, kapsule 
30 mg CoQ10, 40 mg askorbinske kisline, 16 mg E-acetata, 
14 µg selena 
Lekarna Ljubljana, Koencim Q10 
50 mg, kapsule 
50 mg CoQ10 
Marifit Koencim Q10, kapsule 50 mg CoQ10, 2,5 µg vitamina D3, 6 mg E-acetata 
Natural Wealth Co Q-10 30 mg, 
mehke kapsule 
30 mg CoQ10 
Now CoQ10 30 mg, kapsule 30 mg CoQ10 
Now Ubiquinol CoQH-CF, mehke 
kapsule 
50 mg CoQ10H2 
Nutrilab Koencim Q10 30 mg, 
kapsule 
30 mg CoQ10 
Pharma Nord  BioAktivni Q10 
Uniqinol z vit. C 30 mg, kapsule 
30 mg CoQ10H2, 12 mg askorbinske kisline 
Pharma Nord Bio-Qinon Aktivni 
Q10 z vit. C GOLD 100 mg, 
kapsule 
100 mg CoQ10, 25 mg askorbinske kisline 
Pharma Nord Bio-Quinon Aktivni 
Q10 30 mg z vit. C, kapsule 
30 mg CoQ10, 25 mg askorbinske kisline 
PROfertil za moške, kapsule 7,5 mg CoQ10, 60 mg E-acetata, 400 µg folne kisline, 30 
µg selena 
Sensilab Cellaktiv Q10 50 mg, 
kapsule 
50 mg CoQ10, 50 mg E-acetata, 80 µg selena 
Sensilab Q10 koencim mladosti, 
šumeče tablete 
12 mg CoQ10, 80 mg askorbinske kisline, 12 mg E-acetata, 
6 mg pantotenske kisline, 2,5 µg vitamina B12, 1,4 mg 
vitamina B2, 1,4 mg vitamina B6, 1,1 mg vitamina B1, 200 
µg folne kisline 
Supradyn Energija Q10, filmsko 
obložene tablete 
4,5 mg CoQ10, 80 mg askorbinske kisline, 12 mg E-acetata, 
16 mg niacina, 6 mg pantotenske kisline, 1,4 mg vitamina 
B6… 
Supradyn Energija Q10, šumeče 
tablete 
4,5 mg CoQ10, 80 mg askorbinske kisline, 12 mg E-acetata, 
16 mg niacina, 6 mg pantotenske kisline, 1,4 mg vitamina 
B6… 
Terranova koencim Q10 30 mg, 
kapsule 
30 mg CoQ10 
Valens Quvital 100 mg, kapsule 100 mg CoQ10, 0,70 mg vitamina B1, 0,84 mg vitamina B2 
Valens Quvital Q10 30 mg, 
kapsule 
30 mg CoQ10 
Valens Quvital Q10 50 mg, 
kapsule 
50 mg CoQ10, 0,70 mg vitamina B1, 0,84 mg vitamina B2 
* s svetlo sivo označeno zdravilo, s temno sivo označeni prehranski dopolnili, ki vsebujeta 
reducirano obliko koencima Q10 – ubikinol (CoQ10H2) 
Kot je razvidno v preglednici I, je v izdelkih pogosto še večje število drugih aktivnih 
komponent, ki dopolnjujejo delovanje koencima Q10. Večina izdelkov vsebuje zraven 
koencima Q10 večinoma vitamine, kot so vitamin C (askorbinska kislina), vitamin E ali E-
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acetat. V izdelkih so dodani tudi različni vitamini B skupine (B1, B2, B3, B5, B6, B9, 
B12). Nekateri izdelki pa vsebujejo tudi selen, β-karoten ali vitamin D3 (16,17). Zdravilo 
Fidi koencim 10 vsebuje vseracemni-α-tokoferilacetat (vitamin E acetat), β-karoten in 
askorbinsko kislino (20). Ker smo v eksperimentalnem delu magistrske naloge uporabljali 
navedeno zdravilo, so v nadaljevanju bolj podobno opisani v izdelku prisotni vitamini.   
Vitamin E in E-acetat 
Ime vitamin E predstavlja skupino osmih strukturno podobnih tokoferolov in tokotrienolov 
(α, β, γ, δ – tokoferol in α, β, γ, δ – tokotrienol). Za človeško telo je najpomembnejši 
α-tokoferol (21,22). Vitamin E je naravno prisoten v hrani, kot so zelena listnata zelenjava, 
olja, sončnična semena, kivi, mango, oreščki (23). Priporočen dnevni odmerek vitamina E 
za starejše od 14 let je 15 mg (22,23). Pri prekomernem jemanju pa se lahko pojavijo 
neželeni učinki, kot so na primer: omotica, glavoboli, šibkost, zamegljen vid, bolečine v 
trebuhu, slabost (23). Vitamin E ima antioksidativno delovanje in vlogo pri protivnetnih 
procesih, zaviranju agregacije trombocitov in pri izboljšanju imunske odpornosti. Več 
študij je povezalo nižjo pojavnost koronarne srčne bolezni z jemanjem velikega odmerka 
vitamina E, a hkrati so druge študije to zavrgle (22). Edina indikacija, ki je bila potrjena, je 
delovanje pri okvarah oči. Dokazali so, da jemanje velikih odmerkov vitamina E skupaj z 
vitaminom C, cinkom, bakrom in β-karotenom za 25 % zmanjša tveganje za razvoj 
starostne degeneracije rumene pege (22). Vitamin E je pomemben tudi v kozmetičnih 
izdelkih zaradi svojih antioksidativnih lastnosti – za kožo in za stabilizacijo izdelka (24). V 
izdelkih – kozmetičnih ali prehranskih dopolnilih se sicer večinoma uporablja vitamin E-
acetat (slika 4), saj je bolj stabilen (23,24). Če je v prehranskih dopolnilih v obliki acetata, 
se pri zaužitju pretvori v vitamin E, ki je aktivna oblika (23). Dermalni nanos vitamina E-
acetata pa je dokazano učinkovit pri zmanjševanju poškodb kože zaradi UV žarkov, 
povečanju vlažnosti poroženele plasti kože, izboljšanju celjenja površinskih ran, 
izboljšanju encimske aktivnosti v koži (24). 
 
Slika 4: Struktura vitamina E-acetata (prirejeno po (25)). 
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β-karoten 
β-karoten (slika 5), imenovan tudi provitamin A, spada med karotenoide, ki so vir približno 
50 % zaužitega vitamina A. β-karoten je ob peroralnem zaužitju pomemben pri ljudeh s 
eritropoetsko protoporfirijo pri zdravljenju občutljivosti na sonce (26). Za nekatere 
indikacije (astma, rak, HIV/AIDS, shizofrenija, Parkinsonova bolezen) pa raziskave še niso 
nedvoumno dokazale, da je β-karoten učinkovit. β-karoten sicer deluje tako, da se pretvori 
v vitamin A (26). Priporočen dnevni odmerek za odrasle je določen preko aktivnosti 
vitamina A; in sicer 6–15 mg β-karotena na dan, kar je ekvivalentno od 10.000 do 25.000 
enot aktivnosti vitamina A na dan (27,28). Vitamin A je zelo pomemben za vid, saj je 
bistvena sestavina rodopsina, beljakovina, ki absorbira svetlobo. Prav tako je vitamin A 
pomemben za rast celic in njihovo diferenciacijo ter za normalno delovanje srca, pljuč, 
ledvic in drugih organov (28). 
  
 
Slika 5: Struktura β-karotena (prirejeno po (29)) 
 
Askorbinska kislina 
Vitamin C ali askorbinska kislina (AK) je vodotopen vitamin (slika 6). Najpogosteje je v 
monoprotonirani obliki. V zunajceličnem prostoru je najpomembnejši antioksidant (30). 
AK najdemo v različnih živilih, npr. v citrusih, črnem ribezu, papriki, peteršilju, cvetači, 
krompirju, brokoliju, brstičnem ohrovtu, jagodah in mangu (24). Priporočen dnevni 
odmerek AK za moške, starejše od 19 let, je 90 mg, za ženske pa 75 mg. Za kadilce se 
priporoča še dodaten vnos 35 mg/dan (31). AK je nujen za biosintezo kolagena, vezivnih 
tkiv in proteinov, ki so pomembni za trdnost zob, dlesni, za mišice, žile in kožo. AK je 
pomemben tudi za sintezo določenih živčnih prenašalcev (24,31). V telesu je zelo 
pomemben antioksidant, deluje pa tudi sinergistično z drugimi antioksidanti, kot je na 
primer vitamin E (31). Prav tako ima pomembno vlogo pri imunosti in absorpciji železa 
(24,31). 
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Slika 6: Struktura AK (prirejeno po (32)) 
 
1.1.5 UBIKINOL 
Ubikinol (CoQ10H2) je reducirana oblika koencima Q10 in prevladuje v telesu. Pri zaužitju 
oksidirane oblike redukcija poteče že med absorpcijo oziroma hitro po vstopu v krvni 
obtok (33). Ubikinon se najprej reducira do semikinona in nato do ubikinola (slika 7). 
Redoks kroženje med različnimi oblikami poteka s pomočjo encimov NAD(P)H 
dehidrogenaz. Pri elektronskem transportu – dihalni verigi – koencim Q10 sprejema 
elektrone od citosolne NAD(P)H. Tako koencim Q10 pomaga pri uravnavanju razmerja 
NAD(P)+/NAD(P)H (34).  
 
Slika 7: Reakcija redukcije ubikinona do ubikinola (prirejeno po (34)) 
Ubikinol kot reducirana oblika koencima Q10 je v telesu zelo pomemben antioksidant (9). 
Antioksidanti preprečujejo proces oksidacije že v majhnih koncentracijah, saj reagirajo z 
radikali in jih pretvorijo v manj nevarne in manj reaktivne spojine. Radikali so namreč 
škodljivi, saj so zelo reaktivni in hitro reagirajo z drugimi molekulami, poškodujejo celice 
in z reakcijami tvorijo še več radikalov. V telesu jih nevtralizirajo antioksidanti in tako 
preprečujejo tudi lipidno peroksidacijo (35). Takšno vlogo ima tudi CoQ10H2. Pri reakciji z 
radikali se oksidira, nato pa učinkovito regenerira preko dihalne verige nazaj v reducirano 
obliko. CoQ10H2 vpliva na iniciacijo in preprečuje nastanek lipidnega peroksilnega 
radikala ter na propagacijo lipidne peroksidacije z regeneriranjem vitamina E (tokoferola) 
iz tokoferil radikala. Ker je lipidotopen, se učinkovito regenerira in ima vpliv na iniciacijo 
in propagacijo lipidne peroksidacije. CoQ10H2 je učinkovitejši antioksidant kot vitamin E 
(9). 
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Na tržišču v Sloveniji se že pojavljajo prehranska dopolnila, ki vsebujejo CoQ10H2 – 
preglednica I (17). Tako lahko zaužijemo že reducirano obliko in ni potrebna redukcija v 
telesu po absorpciji (33). S starostjo je namreč redukcija v telesu manj učinkovita, tako da 
je v starosti smiselno zaužiti reducirano obliko (36). Prav tako je reducirana oblika boljša 
glede na absorpcijo. Absorpcija CoQ10H2 je namreč 2-krat boljša od absorpcije oksidirane 
oblike (37). 
1.2 STABILNOST KOENCIMA Q10 
Več študij je raziskovalo stabilnost obeh oblik koencima Q10, a čeprav je bolj raziskana 
stabilnost oksidirane oblike, je reducirana oblika manj stabilna (38–43). 
V eni študiji so preizkušali stabilnost ubikinona kot standarda (praška) pri različnih 
temperaturah in ugotovili, da temperatura zelo vpliva na stabilnost (38). Opazili so, da je 
pri 37 °C CoQ10 precej stabilen, a pri 45 in 55 °C so zaznali precejšnji padec koncentracije 
– v 16 mesecih je bila vsebnost manj kot 80 % glede na začetno. Vlažnost pa ni imela 
večjega vpliva na stabilnost CoQ10 po 12 mesecih pri 37 °C. Ugotovili so, da na 
nestabilnost CoQ10 močno vpliva tudi svetloba in pospeši razpad (38). Tudi v magistrski 
nalogi so ugotovili vpliv svetlobe na nestabilnost CoQ10 v raztopini standarda, v preizkusu 
fotostabilnosti CoQ10 v mehkih kapsulah pa so ugotovili, da je ta stabilen po krajši 
izpostavitvi svetlobi za 4 h (41). 
Stabilnost koencima Q10 lahko izboljšamo z uporabo dodanih antioksidantov (38,40). V 
študiji (38) so ugotovili, da se zmanjša vpliv svetlobe na nestabilnost, če dodamo AK in 
EDTA. Najboljša stabilnost pri izpostavitvi vzorca svetlobi se je izkazala pri kombinaciji 
AK (5 %) in EDTA (0,1 %), slabša stabilizacija je bila z uporabo nižje koncentracije AK 
(1 %). Najslabša stabilnost pri izpostavitvi svetlobi je bila pri uporabi propil galata (0,1 %) 
(38). Stabilnost pa lahko povečamo tudi tako, da koencim Q10 skupaj z vitaminom E 
vgradimo v nanokapsule (42) ali z vgradnjo v micele (po 18 mesecih vsebnost CoQ10 več 
kot 97 %) (43).  
Pomembna je tudi stabilnost ubikinola – reducirane oblike koencima Q10, ki se na zraku 
hitro oksidira do ubikinona, isti vpliv imata tudi svetloba in vlažnost (44). Reducirana 
oblika je bolj stabilna, če je medij EtOH, CoQ10H2 pa je prisotna v višji koncentraciji v 
raztopini. Prav tako je bolj stabilna ob dodatku AK ali GSH (40). Še bolj pa stabiliziramo 
reducirano obliko koencima Q10, če jo vgradimo v nanodelce ob dodatku GSH (40). V 
študiji so preverili tudi stabilnost CoQ10H2 v plazmi (45). Ugotovili so, da je reakcija 
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oksidacije hitra, da se je po 24 h na sobni temperaturi razmerje CoQ10H2/CoQ10 zmanjšalo 
za 8,2 %, pri shranjevanju v hladilniku (2–5 °C) se je razmerje zmanjšalo le za 2,6 %, pri 
shranjevanju na ledu pa za 3,3 %. To pomeni, da je za najboljše rezultate vzorec plazme 
potrebno shraniti v hladilniku in analizo opraviti čim prej. Po 4 h v hladilniku se je namreč 
razmerje zmanjšalo le za 0,5 % (45). 
1.3 ANALITIKA KOENCIMA Q10 
Analitika je zelo pomembna, saj predstavlja osnovno orodje za vrednotenje kakovosti 
izdelka. V farmacevtski analizi se uporabljajo različne analizne tehnike: titrimetrične 
metode, kromatografske tehnike, spektroskopske metode ter tudi elektrokemijske in 
elektroforezne metode (46). Za določanje vsebnosti koencima Q10 se po Evropski 
farmakopeji uporablja reverznofazna tekočinska kromatografija z UV detektorjem (47). Po 
Ameriški farmakopeji pa se reverznofazna tekočinska kromatografija uporablja za 
določanje vsebnosti koencima Q10 v kapsulah in tabletah (48). Tudi v strokovni literaturi 
se za določanje koencima Q10 uporablja večinoma tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti (HPLC), sklopljena z različnimi detekcijskimi sistemi (preglednica II). Pri 
vrednotenju koencima Q10 v izdelkih je HPLC največkrat sklopljena z UV, v bioloških 
vzorcih pa z MS (49–55). Prednost tehnike HPLC je, da lahko ločimo snovi v kompleksnih 
vzorcih, tudi v bioloških vzorcih, ter da izkazuje visoko selektivnost, občutljivost, točnost 
in natančnost (46).  
Koencim Q10 se lahko določa v različnih farmacevtskih oblikah, kot so npr. tablete, mehke 
kapsule, raztopine (49,50,53,55,56). Pred analizo je potrebno vzorec ustrezno pripraviti. 
Najenostavnejša je priprava za raztopine, ki navadno vključuje le redčenje vzorca (55). V 
primeru analize tablet le-te navadno predhodno zdrobimo in homogeniziramo vzorec 
(49,50,55,56). Če izvedemo analizo mehkih kapsul, jih navadno najprej prerežemo s 
skalpelom (49,55). Nato sledi ekstrakcija koencima Q10, ki se večinoma izvede s 
heksanom, v določenih študijah so ekstrakcijo izvedli z diklorometanom ali z mešanico 
organskih topil (49–56).  
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Preglednica II: Nekaj primerov analiznih metod za vrednotenje koencima Q10 v različnih vzorcih 
Vir Analit Vzorec Analizna 
metoda 
Priprava vzorca 
(49) CoQ10, 
vitamin A, 
A-acetat, A-
palmitat, E, 
E-acetat 
Mehke 
kapsule 
HPLC-UV 
LC-MS 
Ekstrakcija z metil tetra-butil etrom/MeOH 
= 1 : 1  
(49) CoQ10, 
vitamin A, 
A-acetat, A-
palmitat, E, 
E-acetat 
Tablete HPLC-UV 
LC-MS 
Zdrobitev tablet, ekstrakcija s 
petrolej/etilacetat/MeOH = 1 : 1 : 1, 
uparitev topila na rotavaporju, suhi 
preostanek raztopljen v metil tetra-butil 
etru/MeOH = 1 : 1  
(53) CoQ10 Tablete, 
kapsule 
HPTLC Raztapljanje v diklorometanu in filtracija 
(50) CoQ10, 
COQ10H2 
Trde 
kapsule, 
tablete 
HPLC-ESI-MS Homogenizacija vzorca, ekstrakcija s 
heksanom, centrifugiranje, filtriranje 
(56) CoQ10 Tablete UV 
spektrometrija 
Zdrobitev tablet, ekstrakcija s heksanom in 
EtOH/MeOH = 1 : 4 , soniciranje, 
filtriranje 
(55) β-karoten, A-
palmitat, D3, 
CoQ10, E-
acetat, K1 
Raztopine HPLC-UV Neposredno analizirano ali razredčeno 100- 
krat z 0,01 % (m/v) BHT v ACN : THF : 
H2O = 50 : 45 : 5 
(55) β-karoten, A-
palmitat, D3, 
CoQ10, E-
acetat, K1 
Tablete HPLC-UV Cela tableta ali zdrobitev tablete, 
ekstrakcija s H3PO4, 0,05 % (m/v) BHT v 
n-heksanu, centrifugiranje, sušenje, 
raztapljanje v 0,01 % (m/v) BHT v ACN : 
THF : H2O = 50 : 45 : 5 
(55) β-karoten, A-
palmitat, D3, 
CoQ10, E-
acetat, K1 
Mehke 
kapsule 
HPLC-UV Ekstrakcija z n-heksanom z 0,05 % (m/v) 
BHT : THF = 95 : 5,  soniciranje, stresanje, 
centrifugiranje, sušenje, raztapljanje z 
0,01 % (m/v) BHT v ACN : THF : H2O = 
50 : 45 : 5 
(51) CoQ10, 
COQ10H2 
Plazma UHPLC-
MS/MS 
Dodatek internega standarda CoQ9 (500 
mg/l v heksanu) (plazma : standard = 1 : 2), 
stresanje, centrifugiranje 
(52) CoQ10H2 Tkivo 
mišjih 
možganov 
HPLC-MS Homogenizacija tkiva v izopropanolu, 
centrifugiranje 
(54) CoQ10, 
COQ10H2 
Plazma  HPLC-UV/ECD Dodatek MeOH in heksana, stresanje, 
centrifugiranje, analiza heksanske faze 
HPLC-UV = tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, sklopljena z UV detektorjem; LC-MS = tekočinska 
kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo; HPTLC = tankoplastna kromatografija visoke ločljivosti; 
HPLC-ESI-MS = tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, sklopljena z masno spektrometrijo z 
elektrorazprševalno ionizacijo; UHPLC-MS/MS = tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti, 
sklopljena z masno spektrometrijo; HPLC-MS = tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, sklopljena z 
masno spektrometrijo; HPLC-UV/ECD = tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, sklopljena z UV in 
elektrokemičnim detektorjem; ACN = acetonitril; BHT = butilhidroksitoluen; THF = tetrahidrofuran. 
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1.3.1 PRISTOPI DOLOČANJA KOENCIMA Q10 V IZDELKIH 
Večina izdelkov na tržišču vsebuje koencim Q10 v oksidirani obliki – preglednica I 
(16,17). A ker se obliki med sabo hitro pretvarjata ena v drugo, pričakujemo, da sta v 
izdelkih hkrati prisotni obe obliki. Vsebnost lahko določimo posebej za vsako posamezno 
obliko, skupno vsebnost koencima Q10 v pripravkih pa lahko določimo tudi s pretvorbo v 
popolnoma reducirano ali oksidirano obliko Q10 z redukcijo ali oksidacijo Q10 iz vzorca 
(50,57). Prevladujejo analizne metode, kjer se koencim Q10 pretvori v oksidirano obliko in 
se potem le-ta tudi določa. Po Ameriški farmakopeji se za določanje skupne vsebnosti 
koencima Q10 v kapsulah uporablja oksidacija, in sicer s FeCl3 (48). Tak postopek so 
izvedli tudi v magistrski nalogi (57). Izvedli so ekstrakcijo lipofilnih vitaminov in 
koencima Q10 iz kapsul, nato pa so vzorcu dodali 0,1 % raztopino FeCl3 in ta način 
dosegli 100 % pretvorbo v oksidirano obliko Q10 (57). Po postopku Ameriške 
farmakopeje in postopku, uporabljenem v omenjeni magistrski nalogi, se za merjenje 
oksidirane oblike koencima Q10 uporablja metoda HPLC, sklopljena z UV detektorjem 
(48,57). Postopek oksidacije s FeCl3 in določanje s HPLC-UV je tudi uradna metoda 
AOAC International (Associtation of Official Analytical Chemists – Združenje uradnih 
analiznih kemikov) za določanje koencima Q10 (58). Skupno vsebnost koencima Q10 pa 
lahko določimo tudi z redukcijo prisotne oksidirane oblike, kar lahko izvedemo z 
različnimi reducenti, kot sta AK in natrijev borohidrid (NaBH4) (40,50). Ta pristop je 
trenutno še manj uveljavljen. 
1.3.2 REDUKCIJA KOENCIMA Q10 Z ASKORBINSKO KISLINO 
V vodnih raztopinah je AK močan reducent in se hitro reverzibilno oksidira do 
dehidroaskorbinske kisline (slika 8). Isto se zgodi tudi ob prisotnosti drugih snovi, ki se 
lahko reducirajo (30). Askorbinska kislina lahko torej reducira ubikinon do ubikinola. To 
pretvorbo so spremljali tudi v diplomski nalogi, kjer so CoQ10 in AK (masno razmerje 
1 : 5) raztopili v 96,6 % etanolu in za 24 h izpostavili temperaturi 60 °C. Dosegli so 100 % 
redukcijo oksidirane oblike koencima Q10 (40). 
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Slika 8: Reakcija oksidacije askorbinske kisline (prirejeno po (30)) 
1.3.3 REDUKCIJA KOENCIMA Q10 Z NATRIJEVIM BOROHIDRIDOM 
Natrijev borohidrid je dober reducent za reduciranje ketonov in aldehidov do alkoholov 
(59). Redukcija poteče tako, da ga dodamo raztopini aldehida/ketona v alkoholu (metanol, 
etanol ali propan-2-ol). Da reakcija poteče, moramo zmes segrevati ali nekaj časa pustiti na 
sobni temperaturi. Kasneje moramo dodati še vodo, da se sprosti alkohol (slika 9) (60). 
Uporabo NaBH4 so preizkusili v študiji določanja reducirane oblike koencima Q10 v 
prehranskih dopolnilih z uporabo metode HPLC-ESI-MS/MS (50). Za potek reakcije je 
bilo nujno, da so raztopini CoQ10 v heksanu in NaBH4 dodali metanol, stresali in 5 minut 
pustili na sobni temperaturi ter dodali 0,1 M EDTA. Z optimiziranim postopkom – 
zvišanjem koncentracije CoQ10 v heksanu iz začetne koncentracije 25 mg/l na 500 mg/l pa 
so dosegli tudi  99 % redukcijo koencima Q10 (50). 
 
 
 
 
Slika 9: Redukcija ketona do alkohola z NaBH4 (prirejeno po (60)). 
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2 NAMEN DELA 
Na slovenskem tržišču je prisotno veliko prehranskih dopolnil s CoQ10, manjše število 
izdelkov s CoQ10H2 in tudi eno zdravilo s CoQ10. Povpraševanje po teh izdelkih narašča, 
saj se z raziskavami odkriva, da je koencim Q10 učinkovit pri nekaterih bolezenskih 
stanjih. Ravno zato je zelo pomembno, da imamo na razpolago ustrezne analizne metode 
za preverjanje kakovosti tovrstnih izdelkov. 
V okviru magistrske naloge bomo najprej preverili in optimizirali predhodno razvito 
metodo za ekstrakcijo koencima Q10 in drugih lipofilnih vitaminov iz mehkih kapsul (57), 
saj želimo doseči čim boljšo ekstrakcijo v čim krajšem času. Hkrati bomo predhodno 
razvito instrumentalno metodo HPLC (57) prilagodili našim potrebam in jo nato 
ovrednotili s pomočjo standardne raztopine CoQ10 in raztopine CoQ10H2, ki jo bomo 
pridobili s pomočjo predhodno razvite redukcije CoQ10 z AK (40). 
Primarni namen dela bo razvoj in optimizacija metode redukcije koencima Q10. To je eden 
od analitskih pristopov za vrednotenje skupnega koencima Q10 (reducirane in oksidirane 
oblike) v prehranskih dopolnilih ali zdravilih, saj na ta način popolnoma reduciramo 
koencim Q10 v vzorcu in ga nato pomerimo z metodo HPLC. Postopek redukcije bomo 
razvili na osnovi NaBH4, saj je ta primeren tudi za redukcijo koencima Q10 v izdelkih. 
Postopek bomo optimizirali tako, da bomo v čim krajšem času dosegli čim boljšo redukcijo 
(čim bližje 100 %) Optimizirali bomo razmerje CoQ10 : reducent, izhodno koncentracijo 
CoQ10, dodane reagente (MeOH, EDTA), obdelavo vzorca (čas mešanja in čas vmesnega 
mirovanja vzorca), parametre sušenja (volumen sušenja, temperatura sušenja) in volumen 
topila za raztapljanje suhega ostanka po sušenju. Pomemben del optimizacije bo tudi izbira 
končnega topila za CoQ10H2 z namenom kratkoročne stabilizacije te nestabilne oblike 
koencima Q10. Razvit postopek redukcije bomo nato primerjali z že razvitim postopkom 
redukcije z AK. 
Ustreznost razvitega postopka redukcije bomo preverili na izdelku. V primerjavo bomo 
vključili še druge možne načine vrednotenja skupnega koencima Q10. Postopek 
vrednotenja preko oksidirane oblike in postopek preko sočasnega vrednotenja obeh oblik 
koencima Q10 (že razviti metodologiji (57)) bomo pred uporabo preverili in po potrebi 
optimizirali. Ob analizi realnega vzorca bomo tudi na tem vzorcu preverjali stabilnost 
CoQ10H2, saj lahko daje analiza nezanesljive rezultate ob neoptimalni pripravi vzorca. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 REAGENTI IN TOPILA 
 Acetonitril (ACN): CH3CN, MM = 41,05 g/ml, HPLC grade ≥ 99,9 % (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 Askorbil palmitat: C22H38O7, MM = 414,53 g/mol, Ph. Eur. ≥ 98 % (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 Brezvodni železov (III) klorid: FeCl3, MM = 162,2 g/mol (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
 Butilhidroksitoluen (BHT): C15H24O, MM = 220,35 g/mol, 99,8 % (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
 Brezvodni etanol: CH3CH2OH, MM = 46,07 g/mol, puriss p.a. Ph. Eur. ≥ 99,9 % 
(Gram mol, Hrvaška) 
 Demineralizirana voda, Fakulteta za farmacijo 
 Etanol (EtOH): CH3CH2OH, MM = 46,07 g/mol, ≥ 96,6% (Gram mol, Hrvaška) 
 L-askorbinska kislina (AK): C6H8O9, MM = 176,12 g/mol, ≥ 99,0 % (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 L-glutation, reduciran (GSH): C10H17N3O6S, MM = 307,32 g/mol (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
 Lipojska kislina, reducirana: C8H14O2S2, MM = 208,34 g/mol (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
 Metanol (MeOH): CH3OH, MM = 32,04 g/mol, HPLC grade, ≥ 99,9 % (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 MiliQ voda, Fakulteta za farmacijo 
 Natrijev borohidrid: NaBH4, MM = 37,83 g/mol, purum p.a., ≥ 96 % (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 Natrijev etilendiaminotetraacetat dihidrat (EDTA): C10H14N2Na2O8·2H2O, MM = 
372,24 g/mol,  Ph. Eur. (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 n-heksan: C6H14, MM = 86,18 g/mol, puriss p.a., Ph. Eur., ≥ 99,9 % (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 Propil galat: C10H12O5, MM = 212,20 g/mol, ≥ 98,0 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Tetrahidrofuran (THF): C4H8O, MM = 72,11 g/mol, HPLC grade, ≥ 99,9 % 
(Sigma-Aldrich, Nemčija) 
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 Vitamin E: vseracemni α-tokoferol, C29H50O2, MM = 430,72 g/mol (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
3.1.2 NAPRAVE IN PRIBOR 
 Analitski sistem HPLC: 
o Agilent 1100-1200 series HPLC (Agilent Technologies, ZDA) vsebuje: 
kvarterno črpalko, avtomatski vzorčevalnik, termostat za kolono, variabilni 
UV-VIS detektor 
o Kolona: Luna C18 150 × 4,6 mm, 5 µm (Phenomenex, ZDA) 
o Predkolona: Luna C18 4 × 3,0 mm (Phenomenex, ZDA) 
o Programska oprema: ChemStation 
 Analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Švica) 
 Avtomatske pipete: 20–200 µl, 100–1000 µl (Eppendorf, Nemčija) 
 Centrifuga Centric 400R (Tehtnica, Slovenija) 
 Centrifugirke (15 ml, plastične) z navojnim zamaškom (TPP, Švica) 
 Hladilnik (Gorenje, Slovenija) 
 Mikrocentrifugirke 1,5 ml (Eppendorf, Nemčija) 
 Sistem za pripravo MiliQ vode A10 Advantage (Millipore Corporation, ZDA) 
 Sistem za pripravo demineralizirane vode Millipore Elix 35 (Millipore Corporation, 
ZDA) 
 Steklovina: čaše, čolnički za tehtanje, merilne bučke, merilni valji, merilne pipete, 
polnilne pipete, 4-ml epruvete za sušenje, viale, zamaški 
 Ostalo: nastavki za pipete, spatule, zamaški za viale, Parafilm M, pinceta, skalpel, 
škarje, zaščitne rokavice, aluminijasta folija 
 Stresalnik Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija) 
 Stresalnik Vibromix 403 EVT (Tehtnica, Slovenija) 
 Ultrazvočna kadička Sonis 4 (Iskra Pio, Slovenija) 
 Vodna kopel WB3 (Kambič, Slovenija) 
 TurboVap LV (Caliper, ZDA) 
 
3.1.3 STANDARDI 
 β-karoten: C40H56, MM = 536,87 g/mol, čistost ≥ 97 % (UV) (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
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 Koencim Q10: C59H90O4, MM = 963,37 g/mol, delovni standard (Kaneka 
Corporation, Japonska) 
 Vitamin E-acetat: DL-α-tokoferil acetat, C31H52O3, MM = 472,76 g/mol, Ph. Eur. 
(Sigma-Aldrich, Nemčija) 
3.1.4 IZDELEK 
Testiran izdelek v okviru magistrske naloge je bil Fidi koencim 10, Fidimed (BRp I+p 
zdravilo), farmacevtska oblika je mehka kapsula. Navedena vsebnost v 1 kapsuli: 30 mg 
ubidekarenona (koencim Q10), 24 mg vseracemnega-α-tokoferil acetata (E-acetat). Kot 
pomožni snovi sta dodana še askorbinska kislina in β-karoten (20). Uporabili smo izdelek 
serije A10526-01, rok uporabe 01. 2017. 
3.2 METODE 
3.2.1 INSTRUMENTALNA HPLC ANALIZNA METODA 
Za vrednotenje koencima Q10 in tudi drugih lipofilnih vitaminov smo uporabili reverzno-
fazno metodo HPLC z UV detekcijo, ki je bila razvita v predhodni diplomski nalogi (57). 
Preizkusili smo le odzive CoQ10 in CoQ10H2 pri različnih valovnih dolžinah (270, 280 in 
290 nm) z namenom izbrati valovno dolžino, pri kateri so dovolj visoki odzivi za obe 
obliki koencima Q10 pri koncentracijah, ki smo jih merili.  
  
Končni kromatografski pogoji: 
 Kolona: Luna C18 150 × 4,6 mm, 5 µm 
 Predkolona: Luna C18 4 × 3,0 mm 
 Temperatura kolone: 25 °C 
 Mobilna faza: ACN : THF : MQ = 50 : 45 : 5 (V/V/V) 
 Pretok mobilne faze: 1 ml/min 
 Volumen injiciranja: 20 µl 
 Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 25 °C 
 Valovna dolžina detekcije: 280 nm 
Retencijski časi analitov: 3,8 min (E-acetat), 5,2 min (β-karoten), 6,0–6,2 min 
(CoQ10H2), 6,5–6,7 min (CoQ10). 
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3.2.2 RAZVOJ IN OPTIMIZACIJA METODE REDUKCIJE CoQ10 Z 
NATRIJEVIM BOROHIDRIDOM 
V literaturi smo našli metodo za redukcijo z NaBH4 (50). Metodo smo morali v 
nadaljevanju optimizirati (nizek izkoristek) in prilagoditi za kvantifikacijo z metodo 
HPLC-UV. 
Osnovni postopek: 
1. V centrifugirko, ovito z aluminijasto folijo, smo s pipeto prenesli 2 ml 25 mg/l CoQ10 v 
n-heksanu. Natehtali smo 20 mg NaBH4, prenesli v centrifugirko z raztopino in z 
avtomatsko pipeto dodali 50 µl MeOH. 
2. 3 min smo mešali na vibracijskem mešalniku in potem pustili vzorec mirovati 5 min. 
3. Z avtomatsko pipeto smo dodali 1 ml 0,1 M EDTA in pretresli na vibracijskem 
mešalniku. 
4. Centrifugirali smo 3 min na 4000 g pri 25 °C.  
5. Po 1 ml supernatanta smo z avtomatsko pipeto prenesli v mikrocentrifugirke. 
6. Posušili smo s TurboVapom pod dušikom do suhega pri 40 °C, 5 bar. 
7. Pripravili smo 2 vzorca. Enkrat smo suhemu ostanku dodali 1 ml MF in enkrat 1 ml 
brezvodnega EtOH.  
8. Vzorca smo raztapljali 30 s na vibracijskem mešalniku. 
9. Oba vzorca smo prenesli posebej v viali in analizirali z metodo HPLC. 
 
Pri koraku 7 smo topili izbrali na podlagi rezultatov magistrskih nalog, kjer so za 
vrednotenje uporabili metodo HPLC-UV (40,57).  
3.2.2.1 Optimizacija metode 
Optimizirali smo vsak korak posebej. Naenkrat smo spremenili le en korak, ostali pa so bili 
enaki kot v osnovnem postopku (3.2.2.). Za razliko od osnovnega postopka smo sušili le 
0,5 ml raztopine in raztapljali v 1 ml MF, razen kjer je navedeno drugače. Vse teste smo 
izvajali v 3 paralelah. 
Optimizacija masnega razmerja CoQ10 in NaBH4 
Uporabili smo 250 mg/l CoQ10 v n-heksanu (3.3.3.). Spremenjeni koraki so v preglednici 
III.  
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Preglednica III: Postopek optimizacije masnega razmerja CoQ10 in NaBH4 
Masno razmerje 
CoQ10:NaBH4 
Volumen 250 
mg/l CoQ10 [ml] 
Masa 
NaBH4 
[mg] 
Volumen 
MeOH [µl] 
Volumen 0,1M 
EDTA [ml] 
1 : 1 4 1,00 500 2,0 
1 : 5 1 1,25 500 0,5 
1 : 10 1 2,50 500 0,5 
1 : 40* 1 10,0 500 0,5 
1 : 400 1 100 500 0,5 
*masno razmerje v izhodiščni metodi (50) 
Optimizacija koncentracije raztopine CoQ10 v n-heksanu 
Spremembe postopka so prikazane v preglednici IV. Uporabili smo masno razmerje 
CoQ10 : NaBH4 = 1 : 5. Koncentracije raztopin CoQ10 (postopki priprave v poglavjih 3.3.3. 
in 3.3.6.) in mase NaBH4 so navedene v preglednici III. Metanol smo prilagodili glede na 
maso CoQ10, volumen 0,1 M EDTA (3.3.2.) pa glede na volumen raztopine CoQ10. Sušili 
smo po osnovnem postopku (3.2.2.) 0,5 ml raztopine in za raztapljanje uporabili 1 ml MF. 
Le vzorec s koncentracijo CoQ10 25 mg/l smo zaradi nizke koncentracije sušili 1 ml in 
raztopili z 1 ml MF. 
Preglednica IV: Postopek optimizacije koncentracije CoQ10 v n-heksanu 
Koncentracija 
CoQ10 [mg/l] 
Volumen CoQ10  
[ml] 
Masa NaBH4 
[mg] 
Volumen 
MeOH [µl] 
Volumen 0,1M 
EDTA [ml] 
25* 8 1,00 400 4,0 
100 2 1,00 400 1,0 
250 1 1,25 500 0,5 
500 1 2,50 1000 0,5 
1000 1 5,00 2000 0,5 
*koncentracija CoQ10 v izhodiščni metodi (50) 
Optimizacija dodanih reagentov 
Uporabili smo 1 ml 250 mg/l CoQ10 v n-heksanu (3.3.3.) in 1,25 mg NaBH4. Pri 
spremembah volumna 0,1 M EDTA (3.3.2.) ali destilirane vode smo uporabili 500 µl 
MeOH, pri optimiziranju volumna MeOH pa 0,5 ml 0,1 M EDTA (3.3.3.). 
Spremenjen korak metode: 
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 0,1 M EDTA ali destilirana voda: dodali smo 0,25 ml, 0,50 ml, 0,75 ml ali 1,00 ml 
0,1 M EDTA (3.3.2.) ali 0,50 ml destilirane vode, 
 MeOH: dodali smo 0, 50, 100 ali 500 µl MeOH. 
V izhodiščni metodi so dodali 50 µl MeOH in 1 ml 0,1 M EDTA (50). 
 
Optimizacija časov 
Uporabili smo 1 ml 250 mg/l CoQ10 v n-heksanu (3.3.3), 1,25 mg NaBH4 in 500 µl MeOH. 
Nato smo preizkusili 2, 3 ali 5 min mešanja na vibracijskem mešalniku in 5 min vmesnega 
mirovanja vzorca oziroma 3 min mešanja in 5 ali 10 min vmesnega mirovanja vzorca. Nato 
smo dodali 0,5 ml 0,1 M EDTA (3.3.2.) in nadaljevali po postopku (3.2.2.). V izhodiščni 
metodi so mešali 3 min, vzorec pa je nato miroval 5 min (50). 
Optimizacija parametrov sušenja 
Različni volumni sušenja: v centrifugirko smo prenesli 6 ml 250 mg/l CoQ10 v n-heksanu 
(3.3.3.), 7,5 mg NaBH4 in 3 ml MeOH. Kasneje smo dodali 3 ml 0,1 M EDTA (3.3.2.). 
Sušili smo po 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 1,25 in 1,50 ml raztopine in raztopili v 1 ml MF.  
Različne temperature sušenja: v centrifugirko smo prenesli 8 ml 250 mg/l CoQ10 v 
n-heksanu (3.3.3.), 10 mg NaBH4 in 4 ml MeOH. Kasneje smo dodali 3 ml 0,1 M EDTA 
(3.3.2.). Sušili smo pri 30, 35, 40, 45 ali 50 °C. 
Optimizacija volumna topila za raztapljanje suhega ostanka 
7 ml 250 mg/l CoQ10 v n-heksanu (3.3.3.), 8,75 mg NaBH4 in 3,5 ml MeOH smo dali v 
centrifugirko. Kasneje smo dodali 3,5 ml 0,1 M EDTA (3.3.2.). Raztopili smo v 1,50, 1,25, 
1,00, 0,75, 0,50 in 0,25 ml MF. 
Optimizacija topila za raztapljanje 
Uporabili smo 3 ml 250 mg/l CoQ10 (3.3.3.), 3,75 mg NaBH4, 1,5 ml MeOH in 1,5 ml 0,1 
M EDTA (3.3.2.). Spremenili smo topilo za raztapljanje (korak 7 v osnovnem postopku 
3.2.2.). Preizkusili smo čista topila in ACN z raztopljenimi antioksidanti v različnih 
koncentracijah. 
Spremenjen korak metode: 
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 Topilo za raztapljanje: 1 ml MF, 1 ml MeOH, 1 ml brezvodnega EtOH ali 1 ml 
ACN. 
 ACN z dodanimi antioksidanti (molsko razmerje CoQ10 : antioksidant = 1 : 5) – 
dodali smo 1 ml raztopine: AK, askorbil-palmitat, BHT, lipojska kislina, vitamin E, 
GSH ali propil galat (vse raztopljeno v ACN – 3.3.3.). 
 ACN z dodanimi antioksidanti (končno molsko razmerje CoQ10 : antioksidant = 
1 : 10): dodali smo 0,5 ml ACN in 0,5 ml istih raztopin kot pri zgornji alineji. 
 Kombinacija raztopin z antioksidanti: suhemu ostanku smo dodali hkrati 0,5 ml AK 
v ACN in 0,5 ml vitamina E v ACN ali hkrati 0,5 ml lipojske kisline v ACN in 0,5 
ml vitamina E v ACN. 
 Različna molska razmerja CoQ10 in AK – dodali smo po 1 ml AK v ACN v 
različnih koncentracijah: 2,64 mg/l (molsko razmerje CoQ10 : AK = 1 : 0,1), 13,21 
mg/l (razmerje 1 : 0,5), 26,42 mg/l (razmerje 1 : 1), 66,05 mg/l (razmerje 1 : 2,5) ali 
132 mg/l (razmerje 1 : 5) – priprava raztopin 3.3.7. 
3.2.2.2 Končni postopek redukcije z NaBH4 
1. V centrifugirko, ovito z aluminijasto folijo, smo s pipeto prenesli 2 ml 250 mg/l CoQ10 
v n-heksanu (3.3.3.). Natehtali smo 2,5 mg NaBH4, prenesli v centrifugirko z raztopino 
in z avtomatsko pipeto dodali 1000 µl MeOH. 
2. 3 min smo mešali na vibracijskem mešalniku in potem pustili stati 5 min. 
3. Z avtomatsko pipeto smo dodali 1 ml 0,1 M EDTA (3.3.2.) in pretresli na vibracijskem 
mešalniku. 
4. Centrifugirali smo 3 min na 4000 g pri 25 °C.  
5. Po 0,5 ml supernatanta smo z avtomatsko pipeto prenesli v mikrocentrifugirke. 
6. Posušili smo s TurboVapom pod dušikom do suhega pri 40 °C, 5 bar. 
7. Suhemu ostanku smo dodali 1 ml 132 mg/l askorbinske kisline v ACN (3.3.3.). 
8. Vzorec smo raztapljali 30 s na vibracijskem mešalniku. 
9. Vzorec smo prenesli v vialo in analizirali z metodo HPLC. 
3.2.3 REDUKCIJA CoQ10 Z ASKORBINSKO KISLINO 
Redukcijo CoQ10 smo izvedli z že razvito metodo (40). Pripravili smo raztopino CoQ10 in 
AK v 96,6 % EtOH (1000 mg/l CoQ10 v 96,6 % EtOH – postopek priprave 3.3.3.). Bučko 
smo zaprli z zamaškom in še dodatno zaščitili s parafilmom, da bi preprečili izhlapevanje. 
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Bučko z raztopino smo za 24 h postavili v vodno kopel na 60 °C. Če je topilo izhlapelo, 
smo z 96,6 % EtOH dopolnili do oznake. Nato smo vzorce ustrezno redčili (po postopku 
3.3.4.) v viale in jih pomerili z metodo HPLC. 
3.2.4 OPTIMIZACIJA METODE EKSTRAKCIJE CoQ10 IN DRUGIH 
LIPOFILNIH VITAMINOV IZ KAPSUL 
Za ekstrakcijo CoQ10 in drugih lipofilnih vitaminov iz testiranih kapsul smo uporabili 
metodo, že razvito v diplomski nalogi (57), in jo še dodatno optimizirali, saj smo želeli čim 
bolj učinkovito in manj časa trajajočo ekstrakcijo. 
Pri ekstrakciji smo preizkusili stresanje 20 min namesto 30 min. Pri raztapljanju ostanka po 
sušenju smo preverili vpliv ultrazvoka – sonicirali smo 0, 2, 5, 7, 10 in 15 min, in vpliv 
mešanja na vibracijskem mešalniku – 30 ali 60 sekund. 
3.2.4.1 Končni postopek ekstrakcije 
S pinceto smo na čolničku držali kapsulo in jo po dolžini prerezali s skalpelom. Nato smo 
jo kvantitativno prenesli v 100 ml merilno bučko. Dodali smo 5 ml THF in do 2/3 dopolnili 
s 500 mg/l BHT v n-heksanu. Nato smo bučko dali za 10 min na ultrazvok in potem še za 
20 min na stresalnik. S 500 mg/l BHT v n-heksanu (3.3.2.) smo nato dopolnili do oznake. 
Raztopino smo dobro pretresli in 10 ml raztopine centrifugirali pri 3200 obratih na minuto 
(rpm) 10 min pri 25 °C. 0,5 ml supernatanta smo prenesli v epruvete in posušili pod 
dušikom s TurboVapom (40 °C, 5 bar). Nato smo suh ostanek raztopili z 1 ml 132 mg/l 
AK v ACN (CoQ10 : AK = 1 : 5; 3.3.3.) in epruveto zaprli s parafilmom. Sledilo je 
soniciranje za 2 min in vorteksiranje za 30 sekund. Vzorec smo nato prenesli v viale in ga 
analizirali z metodo HPLC (3.2.1). 
3.2.5 METODA OKSIDACIJE CoQ10H2 
Oksidacijo koencima Q10 v kapsulah smo izvedli kot v magistrski nalogi (57). Najprej 
smo po postopku 3.2.4. izvedli ekstrakcijo koencima Q10 iz kapsul. Suh ostanek smo 
raztopili z 1 ml 0,2 % FeCl3 v MF (3.3.2.) in epruveto zaprli s parafilmom. Nato smo 2 min 
sonicirali in 30 sekund vorteksirali. Vzorec smo prenesli v viale in ga analizirali z metodo 
HPLC (3.2.1.). 
3.3 PRIPRAVA VZORCEV 
3.3.1 PRIPRAVA MOBILNE FAZE 
Mobilno fazo smo pripravili iz acetonitrila, tetrahidrofurana in miliQ vode v razmerju 
50 : 45 : 5 (V/V/V). Mobilno fazo smo pred uporabo za HPLC analizo razplinili, tako da 
smo jo dali za 10 min v ultrazvočno kadičko. 
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3.3.2 PRIPRAVA TOPIL 
500 mg/l BHT v n-heksanu 
Natehtali smo 50 mg BHT, ga kvantitativno prenesli v 100 ml merilno bučko in z 
n-heksanom dopolnili do oznake. 
 
100 mg/l BHT v MF 
10 mg BHT smo kvantitativno prenesli v 100 ml merilno bučko in z MF dopolnili do 
oznake. 
 
500 mg/l BHT v MF 
50 mg BHT smo natehtali in kvantitativno prenesli v 100 ml merilno bučko ter z MF 
dopolnili do oznake. 
 
0,2 % FeCl3 v MF (m/V) 
Natehtali smo 20 mg FeCl3 in spojino kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko ter do 
oznake napolnili z MF. 
 
0,1 % FeCl3 v MF (m/V) 
10 mg FeCl3 smo kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko in do oznake dopolnili z 
MF. 
 
0,1 % Fe3+ v MF (m/V) 
Natehtali smo 29 mg FeCl3 in spojino kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko. Do 
oznake smo dopolnili z MF. 
 
0,05 % FeCl3 v MF (m/V) 
5 mg FeCl3 smo natehtali, kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko in z MF dopolnili 
do oznake. 
 
0,1 M EDTA v demineralizirani vodi 
372,24 mg EDTA smo natehtali in kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko. Z 
demineralizirano vodo smo dopolnili do oznake. 
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Raztopine antioksidantov v ACN z molsko koncentracijo 0,75 mmol/l 
Antioksidante smo natehtali (mase so podane v preglednici V), vsakega posebej smo 
kvantitativno prenesli v svojo 10 ml merilno bučko in z ACN dopolnili do oznake.  
Preglednica V: Mase izbranih antioksidantov za pripravo raztopin s koncentracijo 0,75 mmol/l 
Antioksidant c [mg/l] m natehte [mg] 
Askorbinska kislina 132 1,32 
Askorbil palmitat 311 3,11 
BHT 165 1,65 
Lipojska kislina 155 1,55 
Vitamin E 323 3,23 
GSH 230 2,30 
Propil galat 159 1,59 
 
3.3.3 PRIPRAVA OSNOVNIH RAZTOPIN STANDARDOV 
Standardna raztopina CoQ10 (200 mg/l CoQ10 v 96,6 % EtOH) 
Natehtali smo 2 mg standarda CoQ10 in ga kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko. 
Do oznake smo dopolnili s 96,6 % etanolom. 
 
Raztopina CoQ10 z askorbinsko kislino (1000 mg/l CoQ10 v 96,6 % EtOH) 
Natehtali smo 5 mg standarda CoQ10 in 25 mg askorbinske kisline. Obe spojini smo 
kvantitativno prenesli v 5 ml merilno bučko in dopolnili do oznake s 96,6 % EtOH. 
 
Raztopina E-acetata (240 mg/l) v 500 mg/l BHT v n-heksanu 
Natehtali smo 6 mg E-acetata, ki smo ga kvantitativno prenesli v 25 ml merilno bučko in s 
500 mg/l BHT v n-heksanu (3.3.2.) dopolnili do oznake. 
 
Raztopina β-karotena (25,6 mg/l) v 500 mg/l BHT v n-heksanu 
Natehtali smo 6,4 mg β-karotena in ga kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko. 
Dodali smo približno 2 ml THF in s 500 mg/l BHT v n-heksanu (3.3.2.) dopolnili do 
oznake. Nato smo premešali na vibracijskem mešalniku in 1 ml te raztopine prenesli v 25 
ml bučko, ter s 500 mg/l BHT v n-heksanu (3.3.2.) dopolnili do oznake. 
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250 mg/l raztopina standarda CoQ10 v n-heksanu – SRh1 
Natehtali smo 2,5 mg CoQ10, kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko in dopolnili do 
oznake z n-heksanom. 
 
1000 mg/l raztopina standarda CoQ10 v n-heksanu – SRh2 
Natehtali smo 10 mg CoQ10, ki smo ga kvantitativno prenesli v 10 ml merilno bučko in z 
n-heksanom dopolnili do oznake. 
3.3.4 PRIPRAVA KALIBRACIJSKIH RAZTOPIN IN KONTROLNIH 
VZORCEV 
Kalibracijske raztopine smo pripravili posebej za CoQ10, CoQ10H2, E-acetat in β-karoten. 
Za pripravo kalibracijskih raztopin CoQ10 smo izhajali iz standardne raztopine CoQ10 
(3.3.3.). Priprava je podana v preglednici VI. Osnovno raztopino smo redčili s 96,6 % 
EtOH. 
Za pripravo kalibracijskih raztopin CoQ10H2 smo raztopino CoQ10 in askorbinske kisline 
(3.3.3.) reducirali po metodi v poglavju 3.2.3. Po 24 h smo iz osnovne raztopine pripravili 
kalibracijske raztopine po postopku v preglednici VI in za redčenje uporabili brezvodni 
EtOH.  
Preglednica VI: Kalibracijske raztopine standardov in kontrolnih vzorcev za CoQ10 in CoQ10H2 (pripravljene posebej za 
vsak analit) 
Kalibracijska 
raztopina 
Volumen 
osnovne 
raztopine [µl] 
Volumen 
dodanega 
EtOH [µl] 
Koncentracija 
CoQ10 [mg/l]  
Koncentracija 
CoQ10H2 [mg/l] 
1 % 50 (20 %*) 950 2 10 
2 % 20 980 4 20 
5 %  50 950 10 (QC1oks.) 50 (QC1red.) 
10 % 100 900 20 100 
20 %  200 800 40 (QC2oks.) 200 (QC2red.) 
40 % 400 600 80 400 
60 % 600 400 120 600 
80 %  800 200 160 (QC3oks.) 800 (QC3red.) 
100 % 1000 0 200 1000 
*izhajali smo iz 20 % kalibracijske raztopine 
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Kontrolne vzorce za oksidirano obliko (QC1oks., QC2oks., QC3oks.) in za reducirano obliko 
(QC1red., QC2red., QC3oks.) smo pripravili pri 3 različnih koncentracijah (5, 20 in 80 %). 
Kalibracijske raztopine β-karotena smo pripravili iz raztopine, opisane pod 3.3.3. Nato smo 
pripravili kalibracijske raztopine (preglednica VII), ki smo jih nato posušili pod dušikom s 
TurboVapom (40 °C, 5 bar) do suhega. Suhe ostanke smo nato raztapljali z 1 ml 100 mg/l 
BHT v MF (3.3.2.). 1 min smo nato pustili na ultrazvoku in za 30 sekund pretresli na 
vibracijskem mešalniku. Na enak način smo pripravili tudi kalibracijske raztopine za E-
acetat (priprava in koncentracije so podane v preglednici VII). 
Preglednica VII: Kalibracijske raztopine standardov za β-karoten in E-acetat (pripravljene posebej za vsak analit) 
Kalibracijska 
raztopina 
Volumen 
osnovne 
raztopine 
[µl] 
Volumen dodane 
razt. 500 mg/l 
BHT v n-heksanu 
[µl] 
Koncentracija β-
karotena [mg/l] 
Koncentracija E-
acetata [mg/l] 
5 % 50 950 1,28 12 
10 % 100 900 2,56 24 
20 % 200 800 5,10 48 
30 % 300 700 7,65 72 
40 % 400 600 10,20 96 
50 % 500 500 12,75 120 
60 % 600 400 15,30 144 
70 % 700 300 17,85 168 
80 % 800 200 20,40 192 
90 % 900 100 22,95 216 
100 % 1000 0 25,60 240 
 
3.3.5 PRIPRAVA VZORCEV ZA IZBIRO VALOVNE DOLŽINE IN 
RAČUNANJE RAZMERJA ODZIVOV 
Za izbiro najbolj optimalne valovne dolžine smo pomerili vzorce CoQ10 in CoQ10H2 pri 
nižji, srednji in visoki koncentraciji – QC1oks., QC2oks., QC3oks., QC1red., QC2red., QC3red. 
(poglavje 3.3.4.). Vzorce smo pripravili v 3 paralelah in jih pomerili pri 270, 280 in 
290 nm.  
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Za računanje razmerja odzivov smo raztopino CoQ10 z askorbinsko kislino (3.3.3) redčili 
5-krat. 200 µl osnovne raztopine smo z avtomatsko pipeto prenesli v vialo in dodali 800 µl 
96,6 % EtOH. Izmerili smo odziv pri 270, 280 in 290 nm (AUC oks.). Nato smo po metodi 
3.2.3. neredčen vzorec reducirali, po 24 urah smo ponovno redčili 5-krat z brezvodnim 
EtOH in izmerili pri istih valovnih dolžinah (AUC red.) 
3.3.6 PRIPRAVA RAZTOPIN CoQ10  
Priprava raztopin za optimizacijo redukcije CoQ10 z NaBH4 in optimizacijo stabilizacije 
CoQ10H2 
Priprava 500 mg/l CoQ10 v n-heksanu: 2,5 ml SRh2 (3.3.3.) smo s pipeto prenesli v 5 ml 
merilno bučko in z n-heksanom dopolnili do oznake. 
Priprava 100 mg/l CoQ10 v n-heksanu: 1 ml SRh2 (3.3.3.) smo s pipeto prenesli v 10 ml 
merilno bučko in z n-heksanom dopolnili do oznake. 
Priprava 25 mg/l CoQ10 v n-heksanu: 2,5 ml raztopine SRh1 (3.3.3.) smo s pipeto prenesli 
v 25 ml merilno bučko in z n-heksanom dopolnili do oznake. 
3.3.7 PRIPRAVA RAZTOPIN ZA ANALIZO IZDELKA 
Priprava raztopin za oksidacijo CoQ10H2 s FeCl3 
Priprava 0,01 % FeCl3 v MF: v 10 ml merilno bučko smo s pipeto prenesli 1 ml 0,1 % 
FeCl3 (3.3.2.) in z MF dopolnili do oznake. 
Priprava 0,005 % FeCl3 v MF: v 10 ml merilno bučko smo s pipeto prenesli 1 ml 0,05 % 
FeCl3 (3.3.2.) in z MF dopolnili do oznake. 
Priprava 0,001 % FeCl3 v MF: v 10 ml merilno bučko smo s pipeto prenesli 1 ml 0,01 % 
FeCl3 (3.3.7.) in z MF dopolnili do oznake. 
Priprava raztopin askorbinske kisline v acetonitrilu 
Raztopine, katerih postopek priprave je v preglednici VIII, smo pripravili iz raztopine 132 
mg/l askorbinske kisline v ACN (3.3.2.). 
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Preglednica VIII: Postopek priprave raztopin askorbinske kisline v ACN 
Koncentracija AK [mg/l] (za 
molsko razmerje CoQ10 : AK) 
Volumen 132 mg/l 
raztopine AK [ml] 
Volumen ACN [ml] 
66,05 (1 : 2,5) 2,5 2,5 
26,42 (1 : 1) 1,0 4,0 
13,21 (1 : 0,5) 0,5 4,5 
2,64 (1 : 0,1) 0,1 4,9 
 
3.4 VREDNOTENJE INSTRUMENTALNE METODE HPLC 
Metodo HPLC smo vrednotili po ICH smernicah (61). Preverili smo selektivnost, 
linearnost, točnost, natančnost, mejo zaznave in mejo določitve za reducirano in oksidirano 
obliko koencima Q10 ter stabilnost CoQ10 pri 25 °C. Vrednotenje smo izvedli pri valovni 
dolžini 270 nm.  
3.4.1 SELEKTIVNOST 
Selektivnost smo ovrednotili tako, da smo injicirali topila, ki smo jih uporabili pri delu. 
Kromatograme smo prekrili in preverili, ali se kromatografski vrhovi vzorcev topil 
prekrivajo s kromatografskima vrhoma oksidirane in reducirane oblike koencima Q10 ter 
ali se obe obliki koencima Q10 ločita med sabo. 
3.4.2 LINEARNOST 
Linearnost metod smo preverili tako, da smo pripravili kalibracijske vzorce posebej za 
CoQ10 in CoQ10H2 (3.3.4.). Vzorce smo pripravili vsak dan posebej, tri dni zapored. 
Injicirali smo jih v kromatografski sistem in odčitali površino pod kromatografskim vrhom. 
S pomočjo programa MS Excel in linearne regresije smo določili umeritveno premico. Kot 
pogoj smo postavili, da mora biti R2 večji od 0,999. 
3.4.3 TOČNOST 
Točnost smo preverili tako, da smo pripravili kontrolne vzorce pri treh koncentracijah za 
oksidirano obliko (QC1oks., QC2oks., QC3oks.) in reducirano obliko (QC1red., QC2red., QC3red.) 
koencima Q10. Postopek priprave je opisan v poglavju 3.3.4. Vzorce smo pripravljali 3 
dni, vsak dan posebej v treh paralelah. S pomočjo enačbe 1 smo izračunali točnost. Meja 
sprejemljivosti je bila 95–105 %.  
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  𝑡𝑜č𝑛𝑜𝑠𝑡 [%] =  
𝑐 (𝑖𝑧𝑟𝑎č𝑢𝑛𝑎𝑛𝑎)
𝑐 (𝑑𝑒𝑗𝑎𝑛𝑠𝑘𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎)
 × 100 % Enačba 1 
c (izračunana) – koncentracija analita, ki smo jo izračunali s pomočjo umeritvene premice 
c (dejanska koncentracija) – dejanska koncentracija analita v merjenem vzorcu 
3.4.4 NATANČNOST 
Natančnost smo ovrednotili s ponovljivostjo – dnevno, med-dnevno in ponovljivostjo 
injiciranja. Uporabili smo kontrolne vzorce za oksidirano in reducirano obliko iz poglavja 
3.3.4. Dnevno ponovljivost smo ovrednotili tako, da smo pripravili in izmerili kontrolne 
vzorce v enem dnevu v treh paralelah ter izračunali relativni standardni odklon – RSD. Za 
med-dnevno ponovljivost smo vzorce pripravili in analizirali 3 dni zapored ter izračunali 
RSD. Ponovljivost injiciranja pa smo ovrednotili tako, da smo en vzorec (eno paralelo) 
oksidirane oblike injicirali 4-krat, en vzorec (eno paralelo) reducirane oblike pa 6-krat. 
Prav tako smo izračunali RSD. Za ponovljivost smo postavili mejo sprejemljivosti pri RSD 
≤ 5 %, za ponovljivost injiciranja pa pri RSD ≤ 2 %. 
3.4.5 MEJA ZAZNAVE IN MEJA DOLOČITVE 
Mejo zaznave (LOD) in mejo določitve (LOQ) smo izračunali po enačbi 2 in enačbi 3 
posebej za oksidirano in reducirano obliko koencima Q10. 
𝐿𝑂𝐷 =
3,3 × 𝜎
𝑆
  Enačba 2   𝐿𝑂𝑄 =  
10 × 𝜎
𝑆
  Enačba 3 
σ – standardni odklon vrednosti odsekov na ordinati umeritvenih premic 
S – povprečna vrednost naklonov umeritvenih premic 
3.4.6 STABILNOST 
Stabilnost CoQ10 smo vrednotili pri treh koncentracijah pri temperaturi 25 °C. Kontrolne 
vzorce (QC1oks., QC2oks., QC3oks. – 3.3.4.) smo analizirali v času 0, po 24 h in po 48 h. Odziv 
po določenem času smo primerjali z odzivom v času 0. Razmerje smo podali v odstotkih. 
Spodnjo mejo sprejemljivosti smo postavili pri 95 %. 
3.5 RAČUNANJE DELEŽA OKSIDIRANE OBLIKE KOENCIMA Q10 PO 
REDUKCIJI VZORCA 
Reducirana in oksidirana oblika koencima Q10 imata pri isti valovni dolžini različno 
intenziteto odziva. Ker smo želeli primerjati koncentracije obeh oblik, smo morali 
izračunati razmerje odzivov obeh oblik po enačbi 4. Pripravili smo vzorce po postopku v 
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poglavju 3.3.5. in pri vsaki valovni dolžini pridobili odziv CoQ10 in po 24 h še odziv 
CoQ10H2. 
𝐹 =  
𝐴𝑈𝐶 𝐶𝑜𝑄10
𝐴𝑈𝐶 𝐶𝑜𝑄10𝐻2
  Enačba 4 
F – faktor razmerja odzivov CoQ10/CoQ10H2 
AUC CoQ10 – odziv oksidirane oblike koencima Q10 (vzorec merjen pred redukcijo) 
AUC CoQ10H2 – odziv reducirane oblike koencima Q10 
Faktor razmerja odzivov smo nato uporabili pri ugotavljanju deleža oksidirane oblike 
koencima Q10 po redukciji vzorca. Dejanski delež smo izračunali po enačbi 5. 
𝐷𝑒𝑙𝑒ž 𝐶𝑜𝑄10[%]  =   
𝐴𝑈𝐶 𝐶𝑜𝑄10
𝐹
𝐴𝑈𝐶 𝐶𝑜𝑄10
𝐹
 + 𝐴𝑈𝐶 𝐶𝑜𝑄10𝐻2
× 100 %  Enačba 5 
F – faktor razmerja odzivov CoQ10/CoQ10H2 
AUC CoQ10 – odziv oksidirane oblike koencima Q10 
AUC CoQ10H2 – odziv reducirane oblike koencima Q10 
3.6 RAČUNANJE VSEBNOSTI ANALITOV V IZDELKU 
Razvite in optimizirane metode (3.2.2., 3.2.3, 3.2.4.1.) smo preizkusili na izbranem 
izdelku. Vsebnost posameznega analita v kapsuli smo izračunali po enačbi 6 s pomočjo 
umeritvenih premic (4.1.2.1.). 
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 [𝑚𝑔/𝑘𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑜] =
𝐴𝑈𝐶 − 𝑛
𝑘
∗ 𝑉𝑣𝑧 ∗ 𝑓     Enačba 6 
AUC – odziv analita (površina pod krivuljo) 
n – odsek na ordinati umeritvene premice 
k – naklon umeritvene premice 
Vvz – končni volumen vzorca (0,001 l) 
f – faktor redčenja (200) 
3.7 VREDNOTENJE STABILNOSTI 
Stabilnost CoQ10H2 smo vrednotili z namenom določiti optimalno topilo za raztapljanje pri 
metodi redukcije z NaBH4. Vzorce smo pripravili po postopku 3.2.2.2. in jih pomerili z 
metodo HPLC ob času 0. Nato smo jih pustili na 25 °C in jih ponovno vrednotili v 
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določenih časovnih točkah. Stabilnost smo podali tako, da smo izračunali vsebnost glede 
na čas 0 po enačbi 7 in s pomočjo izračunanih podatkov izrisali grafe s programom MS 
Excel. Na enak način smo določili tudi stabilnosti E-acetata in β-karotena v izbranem 
izdelku. 
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 (𝑔𝑙𝑒𝑑𝑒 𝑛𝑎 𝑡 = 0)[%] =
𝐴𝑈𝐶 (𝑡 = 𝑥)
𝐴𝑈𝐶 (𝑡 = 0)
× 100 %    Enačba 7 
AUC (t=0) – odziv analita v času 0 
AUC (t=x) – odziv analita v izbrani časovni točki 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 VREDNOTENJE INSTRUMENTALNE METODE 
Metoda HPLC-UV je že bila validirana za oksidirano obliko koencima Q10 (55,57), a smo 
jo kljub vsemu preverili še enkrat za ta analit ter tudi za reducirano obliko v skladu s 
smernicami za validacijo analiznih metod (61). Pri 270 nm smo preverili selektivnost, 
linearnost, točnost, natančnost, mejo zaznave in določitve. Preverili smo tudi stabilnost 
CoQ10. Ker smo tekom optimizacije metode spremenili valovno dolžino analize na 280 nm, 
smo za vse analite (CoQ10, CoQ10H2, E-acetat, β-karoten) pripravili kalibracijske raztopine 
(3.3.4), jih izmerili pri 280 nm in izrisali umeritvene premice. 
4.1.1 VREDNOTENJE PRI 270 NM 
4.1.1.1 Selektivnost 
Selektivnost smo vrednotili tako, da smo analizirali uporabljena topila. Ugotovili smo, da 
se kromatografski vrhovi topil (priloga 1) ne prekrivajo z vrhovi CoQ10 (retencijski čas 7,1 
min) ali CoQ10H2 (retencijski čas 6,4 min). Reprezentativna kromatograma za reducirano 
in oksidirano obliko koencima Q10 sta prikazana na sliki 10. Selektivnost metode smo 
preverjali v še v širšem obsegu in izbrani valovni dolžini 280 nm ter ugotovili, da ne pride 
do prekrivanja obeh oblih koencima Q10 z drugimi aktivnimi komponentami (AK, E-
acetat, β-karoten), ki so v testiranem izdelku. Vsi omenjeni vitamini se kromatografsko 
ločijo med seboj, na kromatografijo pa tudi ne vpliva topilo za pripravo realnega vzorca 
(priloga 2). Prav tako reagenti za pretvorbo v reducirano oziroma oksidirano obliko 
koencima Q10 ne interagirajo s kromatografskima vrhovoma obeh oblik koencima Q10 
(priloga 3). Selektivnost metode smo potrdili tudi v prisotnosti drugih antioksidantov 
(askorbil palmitat, BHT, GSH, lipojska kislina, propil galat), ki smo jih uporabili za 
stabilizacijo CoQ10H2 (prilogi 4 in 5). 
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Slika 10: Kromatograma reducirane in oksidirane oblike koencima Q10 
4.1.1.2 Linearnost 
Enačbe premic s pripadajočimi determinacijskimi koeficienti R2 so podane v preglednici 
IX. Vse umeritvene premice za CoQ10 in CoQ10H2 so imele R
2 večji od 0,999. Metoda za 
oksidirano obliko je linearna od 2 mg/l do 200 mg/l, metoda za reducirano obliko pa je 
linearna od 10 mg/l do 1000 mg/l. 
Preglednica IX: Umeritvene premice za CoQ10 in CoQ10H2 
 OKSIDIRANA OBLIKA (CoQ10) REDUCIRANA OBLIKA (CoQ10H2) 
Dan Enačba premice R2 Enačba premice R2 
1 y = 18,709x + 0,0023 0,9995 y = 1,3791x + 1,9047 0,9999 
2 y = 17,843x + 5,7502 0,9996 y = 1,4318x + 11,091 0,9995 
3 y = 17,235x + 12,812 0,9993 y = 1,4583x + 3,1146 1,0000 
 
4.1.1.3 Točnost 
Točnost smo preverili pri treh različnih koncentracijah, posebej za CoQ10 in CoQ10H2. 
Izračunali smo jo po enačbi 1 (3.4.3.). Rezultati, ki so prikazani v preglednici X, kažejo, da 
le 2. dan validacije malenkostno odstopata najnižja kontrolna vzorca (5 %), a povprečne 
2. CoQ10 
1. CoQ10H2 
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vrednosti točnosti so za vse dni znotraj sprejemljive meje za vse koncentracije, tako da 
lahko vseeno potrdimo točnost metode.  
Preglednica X: Točnost za CoQ10 in CoQ10H2  podana v odstotkih [%]  
 
 
4.1.1.4 Natančnost 
Natančnost smo ovrednotili kot ponovljivost – dnevno, med-dnevno in ponovljivost 
injiciranja. Iz preglednice XI je razvidno, da sta metodi za oksidirano in reducirano obliko 
znotraj dneva ponovljivi, saj z analizno metodo dobimo ustrezne rezultate v celotnem 
koncentracijskem območju. Vsi relativni standardni odkloni so znotraj postavljenih 
sprejemljivih mej. Pri med-dnevni ponovljivosti pa rezultat odstopa le pri reducirani obliki 
v nizkem koncentracijskem območju. Metoda zato pri nizkih koncentracijah ni ponovljiva 
med dnevi za CoQ10H2, pri višjih koncentracijah pa so relativni standardni odkloni znotraj 
mej in je tudi med-dnevna ponovljivost zadovoljiva. Tudi ponovljivost injiciranja je 
ustrezna, saj je RSD za obe obliki 0,6 %.  
  
OKSIDIRANA OBLIKA 
Kontrolni vzorec 1. dan 2. dan 3. dan Povprečna vrednost ± RSD [%] 
5 % 101,8 93,9 96,9 98 ± 4 
20 % 100,5 99,7 100,8 100,3 ± 0,6 
80 % 101,9 100,2 100,8 101,0 ± 0,9 
REDUCIRANA OBLIKA 
Kontrolni vzorec 1. dan 2. dan 3. dan Povprečna vrednost ± RSD [%] 
5 % 101,0 107,9 102,2 104 ± 4 
20 % 101,1 102,3 99,3 101 ± 1 
80 % 99,7 99,4 100,0 99,7 ± 0,3 
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Preglednica XI: Ponovljivost za CoQ10 in CoQ10H2 podana kot RSD [%]*  
Kontrolni vzorec Ponovljivost CoQ10 CoQ10H2 
5 % – QC1 dnevna 2,7 0,2 
 med-dnevna 4,7 10,8 
20 % – QC2 dnevna 2,6 0,9 
 med-dnevna 3,2 4,0 
 injiciranje 0,6 0,6 
80 % – QC3 dnevna 0,3 1,0 
 med-dnevna 4,5 3,1 
*dnevna ponovljivost [n = 3], med-dnevna [n = 9], ponovljivost injiciranja za CoQ10 [n = 4] in za 
CoQ10H2 [n = 6] 
4.1.1.5 Meja zaznave in meja določitve 
Mejo zaznave (LOD) in mejo določitve (LOQ) smo izračunali po enačbah 2 in 3. 
Izračunali smo, da je LOD za oksidirano obliko 1,18 mg/l, LOQ pa 3,58 mg/l. Za 
reducirano obliko pa so mejne vrednosti približno desetkrat višje, in sicer je LOD 11,57 
mg/l, LOQ pa 35,07 mg/l. 
4.1.1.6 Stabilnost 
Stabilnost smo preverili po postopku 3.4.6. Rezultati so podani v preglednici XII. Po 48 h 
je bila v raztopinah pri vseh treh merjenih koncentracijah vsebnost CoQ10 nad 95 % 
prvotne koncentracije, kar pomeni, da so vzorci s CoQ10 stabilni za čas trajanja analize. 
Rezultati vrednotenja stabilnost CoQ10H2 so navedeni v poglavju 4.5.1. Ugotovili smo, da 
je CoQ10H2 vsaj 24 h stabilen v MF in ACN. 
Preglednica XII: Stabilnost CoQ10 pri 25 °C 
Kontrolni vzorec Stabilnost [%] 
 Po 24 h Po 48 h 
QC1oks. 100,3 101,2 
QC2oks. 99,4 99,5 
QC3oks. 100,1 101,4 
 
4.1.2 IZBIRA VALOVNE DOLŽINE 
Reducirana in oksidirana oblika se s časom pretvarjata ena v drugo, predvsem je reducirana 
oblika manj stabilna (57). Uvodoma smo določili najbolj optimalno valovno dolžino za 
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merjenje obeh oblik, saj je znano, da se odziva obeh oblik lahko zelo razlikujeta oz. sta 
odvisna od valovne dolžine (40). Iskali smo optimalni odziv z namenom določanja tudi 
nizkih koncentracij obeh oblik koencima Q10. Če imamo namreč velike razlike v odzivih 
pri isti valovni dolžini, lahko že ob minimalni spremembi razmerja med oblikama odziv 
ene oblike minimalno pade in hkrati odziv druge močno poraste, kar bistveno vpliva na 
točnost rezultatov. V preglednici XIII vidimo, da je najmanjši faktor (razmerje med 
odzivoma obeh oblik koencima Q10) pri 290 nm. A hkrati je odziv za oksidirano obliko pri 
290 nm več kot 50 % nižji kot pri 280 nm, kar bi lahko predstavljalo težavo pri merjenju 
nizkih koncentracij CoQ10. Pri 270 nm je odzivnost oksidirane oblike več kot desetkrat 
višja, kar pa je za kvantitativno vrednotenje obeh oblik neprimerno. Zato smo kot 
optimalno valovno dolžino izbrali 280 nm. Izbrana valovna dolžina je v skladu s 
predhodnimi testiranji stabilnosti obeh oblik koencima Q10 (40). 
Preglednica XIII: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2, merjeni pri različnih valovnih dolžinah, in njihovo razmerje  
Valovna dolžina [nm] 270 280 290 
AUC (CoQ10) 3460,45 3453,51 1598,91 
AUC (CoQ10H2) 297,45 740,70 1170,42 
F (razmerje AUC CoQ10/CoQ10H2) 11,63 4,66 1,37 
 
4.1.3 VREDNOTENJE PRI 280 NM 
4.1.3.1 Umeritvene premice analitov 
Na osnovi izbrane valovne dolžine za koencim Q10 smo v nadaljevanju preverili tudi 
linearnost obeh oblik koencima Q10. Ker testirani izdelek vsebuje zraven obeh oblik 
koencima Q10 tudi E-acetat in β-karoten, smo pripravili kalibracijske raztopine vseh 
analitov (3.3.4), jih pomerili pri 280 nm in izrisali umeritvene premice (slike 11–14). Vsi 4 
analiti ustrezajo zahtevam linearnosti (R2 ≥ 0,999). 
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Slika 11: Umeritvena premica E-acetata 
 
 
Slika 12: Umeritvena premica β-karotena 
 
 
 
Slika 13: Umeritvena premica CoQ10 
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Slika 14: Umeritvena premica CoQ10H2 
 
4.2 REDUKCIJA CoQ10 Z NATRIJEVIM BOROHIDRIDOM  
Osrednji namen magistrske naloge je bil razviti primeren postopek za pretvorbo koencima 
Q10 v reducirano obliko. Redukcija koencima Q10 z askorbinsko kislino traja namreč več 
kot 24 h in ni 100 % redukcija, zato smo iskali drugi drug pristop za pripravo reducirane 
oblike koencima Q10. V literaturi smo našli redukcijo z NaBH4 (50). V članku je bila sicer 
uporabljena metoda HPLC-MS/MS za vrednotenje koencima Q10, mi pa smo jo prilagodili 
za vrednotenje z metodo HPLC-UV. Preizkusili smo 2 topili za raztapljanje suhega 
preostanka po sušenju (3.2.2.). In sicer MF, ki je bilo izbrano topilo v magistrski nalogi 
(57) in brezvodni EtOH, ki je topilo za redčenje reducirane oblike po postopku redukcije z 
AK (3.2.3.) in so ga že uporabili v magistrski nalogi (40). Postopek redukcije smo 
preizkusili in ugotovili, da je metoda hitrejša od redukcije z AK, ampak je ostalo nekoliko 
manj kot 10 % oksidirane oblike (preglednica XIV). Zato smo metodo redukcije z NaBH4 
optimizirali.  
Preglednica XIV: Odzivi CoQ10H2 in CoQ10 po redukciji z NaBH4 po postopku (50) in delež zaostale oksidirane oblike 
Topilo AUC CoQ10H2 AUC CoQ10 Delež CoQ10 [%]* 
MF 70,8 22,4 6,4 
brezvodni EtOH 76,0 28,7 7,5 
*z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
4.2.1 OPTIMIZACIJA POSTOPKA REDUKCIJE 
Zaradi nepopolne redukcije smo metodo optimizirali v ključnih korakih postopka redukcije 
(3.2.2.). Optimizirali smo razmerje CoQ10 : NaBH4, koncentracijo CoQ10 v n-heksanu, 
preverili smo vpliv različnega volumna drugih dodanih regentov, vpliv parametrov 
y = 3,5748x + 23,094
R² = 0,9997
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rokovanja z vzorcem ter tudi parametre sušenja vzorca. Kot topilo za raztapljanje smo pri 
optimizaciji izbrali MF, saj je bila redukcija boljša kot v brezvodnem EtOH (preglednica 
XIV). Priprave vzorcev in topil so navedene v poglavjih 3.3.2., 3.3.4. in 3.3.6. 
4.2.1.1 Razmerje CoQ10 proti NaBH4 
Preizkusili smo različna masna razmerja CoQ10 in NaBH4. Ker so bili pri uporabi 
osnovnega postopka zelo nizki odzivi (preglednica XIV) (50)(50)(50)(50) in je torej možna 
večja napaka pri vrednotenju rezultatov, smo koncentracijo CoQ10 10-krat povišali (250 
mg/l). Iz preglednice XV je razvidno, da je pri višji koncentraciji in osnovnem masnem 
razmerju 1 : 400 redukcija še slabša. V merjenem vzorcu je bila slaba četrtina oksidirane 
oblike (pri nižji koncentraciji približno desetina – preglednica XIV). Najbolj uspešno 
redukcijo smo dobili pri masnem razmerju 1 : 5 in to razmerje standarda in reducenta smo 
uporabljali pri nadaljnji optimizaciji. 
Preglednica XV: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2* ter delež oksidirane oblike pri redukciji z različnim masnim razmerjem 
CoQ10 in NaBH4 
Masno razmerje 
CoQ10 : NaBH4 
Odziv CoQ10H2 ± SD Odziv CoQ10 ± SD Delež 
CoQ10 
[%]** 
RSD deleža 
CoQ10 [%] 
1 : 1 454 ± 11 23 ± 4 1,1 19,4 
1 : 5 466 ± 5 21,1 ± 0,7 1,0 3,9 
1 : 10 459 ± 3 36 ± 3 1,7 6,3 
1 : 40*** 457 ± 3 27 ± 3 1,3 9,2 
1 : 400 372 ± 11 467 ± 67 21,2 13,6 
*podano kot AUC ± SD (n = 3) 
**z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
***masno razmerje v izhodiščni metodi (50) 
4.2.1.2 Različne izhodne koncentracije CoQ10  
Pri optimizaciji masnega razmerja CoQ10 in reducenta smo videli, da je velika razlika v 
izkoristku redukcije pri istem masnem razmerju in drugačni začetni koncentraciji CoQ10. 
Zato smo preizkusili, ali velja enako tudi pri nižjem masnem razmerju 1 : 5 (predhodno 
izbrali kot optimalno) CoQ10 in NaBH4. Ugotovili smo, da je dejansko pri nižji 
koncentraciji (25 mg/l) nekoliko slabša redukcija (2,0 % CoQ10), pri višjih koncentracijah 
pa nam ostane le slab 1 % oksidirane oblike (preglednica XVI). Bolj uspešna redukcija je 
bila tudi pri 250 mg/l CoQ10 (1,3 % CoQ10), zato smo to koncentracijo uporabili za 
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nadaljnjo redukcijo, hkrati pa smo ekonomično ravnali s standardom CoQ10 (manjša 
poraba). Preverili smo tudi, ali je odziv reducirane oblike linearen pri različnih izhodnih 
koncentracijah CoQ10 (preglednica XVI). Premica z enačbo y = 4,1124x – 32,131 je 
ustrezala zahtevam linearnosti, saj je bil R2 = 0,9994 (≥ 0,999). 
Preglednica XVI: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2* in delež preostalega CoQ10 pri redukciji različnih koncentracij CoQ10 v 
n-heksanu 
Koncentracija CoQ10 v 
heksanu [mg/l] 
Odziv 
CoQ10H2 ± SD  
Odziv 
CoQ10 ± SD 
Delež CoQ10 
[%]** 
RSD deleža 
CoQ10 [%] 
25*** 80 ± 2 7,8 ± 0,6 2,0 5,6 
100 183 ± 4 12,8 ± 0,7 1,5 4,8 
250 480 ± 3 30 ± 3 1,3 9,0 
500 960 ± 21 42 ± 5 0,9 10,3 
1000 2031 ± 29 90 ± 4 0,9 4,5 
*podano kot AUC ± SD (n = 3) 
**z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
***koncentracija CoQ10 v izhodiščni metodi (50) 
4.2.1.3 Optimizacija reagentov 
Vpliv na redukcijo imajo tudi pomožni reagenti, zato smo preizkusili vpliv volumna 
dodanih reagentov. Potrdili smo, da je MeOH nujen za potek redukcije. Prav tako je nujen 
dodatek 0,1 M EDTA, saj je redukcija uspešneje potekla ob dodatku te raztopine kot ob 
dodatku samo demineralizirane vode. Kot je razvidno v preglednici XVII, je bila najboljša 
redukcija pri dodatku 500 µl MeOH (1,0 % oksidirane CoQ10). Pri spreminjanju volumna 
dodane 0,1 M EDTA pa smo ugotovili, da je najboljše razmerje 1 ml 250 mg/l CoQ10 in 
dodatek 0,5 ml 0,1 M EDTA (1,3 % oksidirane oblike koencima Q10). Najbolj optimalni 
razmerji MeOH in 0,1 M EDTA smo uporabili pri nadaljnji optimizaciji. 
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Preglednica XVII: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2* ter delež oksidirane oblike pri različni količini dodanih reagentov 
Različni volumni MeOH  
Volumen MeOH 
[µl] 
Odziv CoQ10H2 
± SD 
Odziv CoQ10 ± 
SD Delež CoQ10 [%]* 
RSD deleža 
CoQ10 [%] 
0 8 ± 4 2334 ± 4 98,4 0,9 
50*** 457 ± 11 27 ± 4 1,2 24,0 
100 472 ± 4 24 ± 2 1,1 6,9 
500 495 ± 8 24 ± 1 1,0 3,4 
Različno volumsko razmerje 250 mg/l CoQ10 in 0,1 M EDTA  
Volumsko 
razmerje 
Odziv 
CoQ10H2± SD 
Odziv CoQ10 ± 
SD Delež CoQ10 [%]* 
RSD deleža 
CoQ10 [%] 
1 : 0,25 483 ± 9 42 ± 10 1,8 24,0 
1 : 0,5*** 485 ± 2 30 ± 3 1,3 10,1 
1 : 0,75 497 ± 10 40 ± 2 1,7 2,0 
1 : 1 489 ± 9 45 ± 4 2,0 10,4 
Primerjava uporabe vode in 0,1M EDTA  
Topilo 
(volumsko 
razmerje 
250 mg/l 
CoQ10 : topilo = 
1 : 0,5) 
Odziv CoQ10H2 
± SD 
Odziv CoQ10 ± 
SD Delež CoQ10 [%]* 
RSD deleža 
CoQ10 [%] 
voda 492 ± 9 50 ± 8 2,1 14,1 
0,1M EDTA*** 485 ± 2 30 ± 3 1,3 10,1 
*podano kot AUC ± SD (n = 3) 
**z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
***volumni topil, uporabljenih v izhodiščni metodi (50) 
4.2.1.4 Optimizacija obdelave vzorca 
Preizkusili smo, kako različni časi vmesnega mirovanja vzorca oziroma različno dolgo 
mešanje na vibracijskem mešalniku vpliva na redukcijo. Poizkusili smo tudi soniciranje – 
uporabo ultrazvoka namesto mešanja na vibracijskem mešalniku. Ugotovili smo, da 
soniciranje ni dobra zamenjava, saj je bila uspešnost redukcije slabša. Ugotovili smo tudi 
(preglednica XVIII), da ni bistvenih razlik na uspešnost redukcije pri 2, 3 ali 5 min 
43 
 
mešanja z vibracijskim mešalnikom (1,1–1,3 % CoQ10) in hkrati ni bistvenih razlik pri 5 ali 
10 min vmesnega mirovanja vzorca (delež CoQ10 1,1–1,3 %), zato smo ohranili čase iz 
osnovnega postopka (3 min mešanja, 5 min vmesnega mirovanja). 
Preglednica XVIII: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2* in delež CoQ10 pri različnih časih mešanja ali vmesnega mirovanja 
vzorca 
Primerjava različnih časov mešanja z vibracijskim mešalnikom 
(vortex) ali ultrazvokom 
 
Čas mešanja 
[min] 
Odziv CoQ10H2 
± SD 
Odziv CoQ10 
± SD 
Delež CoQ10 
[%]** 
RSD deleža CoQ10 
[%] 
2 (vortex) 477 ± 6 28 ± 2 1,2 6,3 
3 (vortex) 
*** 
483 ± 3 30 ± 3 1,3 9,0 
5 (vortex) 478 ± 4 25,4 ± 0,3 1,1 2,0 
3 (ultrazvok) 448 ± 7 40 ± 4 1,9 7,8 
Primerjava različnih časov vmesnega mirovanja vzorca  
Čas 
vmesnega 
mirovanja 
vzorca [min] 
Odziv 
CoQ10H2± SD 
[%] 
Odziv CoQ10 
± SD [%] 
Delež CoQ10 
[%]** 
RSD deleža CoQ10 
[%] 
5*** 483 ± 3 30 ± 3 1,3 9,0 
10 480,0 ± 0,8 25 ± 1 1,1 5,0 
*podano kot AUC ± SD (n = 3) 
**z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
***časi mešanja oz. vmesnega mirovanja vzorca v izhodiščni metodi (50) 
4.2.1.5 Optimizacija parametrov sušenja 
Na redukcijo lahko vplivajo tudi parametri sušenja vzorca. Najprej smo preizkusili, kako je 
s sušenjem različnih volumnov heksanske faze (suhe preostanke smo raztopili v 1 ml MF). 
Ugotovili smo, da so najboljši rezultati pri sušenju med 0,75 in 1,25 ml (preglednica XIX). 
A težava je, da se večji volumni dlje sušijo. Omejeni pa smo bili tudi z volumnom 
mikrocentrifugirk (2 ml), kar je pomenilo, da so se večji volumni (> 0,50 ml) sušili še dlje, 
saj smo morali na začetku sušiti pod zelo nizkim tlakom dušika, nato pa smo ga postopoma 
dvigali do 5 bar. Zaradi teh razlogov smo kot optimalno obdržali prvotni volumen sušenja 
0,50 ml.  
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Preglednica XIX: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2 in delež preostalega CoQ10 pri različnih volumnih sušenja heksanske faze 
Volumen sušenja [ml]  Odziv CoQ10H2 Odziv CoQ10 Delež CoQ10 [%]* 
0,25  234,3 15,0 1,4 
0,50  448,8 22,7 1,1 
0,75  704,3 27,0 0,8 
1,00  934,9 31,6 0,7 
1,25  1158,7 35,1 0,6 
1,50  1397,8 60,6 0,9 
*z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
Preizkusili smo tudi vpliv različne temperature sušenja heksanske faze. Sušili smo po 
0,5 ml heksanske faze z CoQ10, in kot je razvidno v preglednici XX, se je vzorec pri višjih 
temperaturah sušil bistveno krajši čas (pri 50 °C 1,5 min, pri 30 °C 6 min). Zaostala 
oksidirana CoQ10 se je malenkostno razlikovala (0,8–1,0 %), a je bil odziv CoQ10H2 pri 
višjih temperaturah nižji kljub enaki koncentraciji. To kaže na možno nestabilnost CoQ10 
pri povišani temperaturi. Zato smo temperaturo sušenja ohranili na 40 °C. 
Preglednica XX: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2* in delež preostalega CoQ10 pri različnih temperaturah sušenja heksanske 
faze 
Temperatura 
sušenja [°C] 
Čas 
sušenja 
[min] 
Odziv 
CoQ10H2 ± 
SD 
Odziv 
CoQ10 ± 
SD  
Delež 
CoQ10 
[%]** 
RSD deleža 
CoQ10 [%] 
30 6 478 ± 11 18,8 ± 0,3 0,8 1,1 
35 4,5 478 ± 3 21,9 ± 0,7 1,0 2,7 
40 2,5 464 ± 5 21,1 ± 0,7 1,0 3,9 
45 2 429,9 ± 0,8 15,6 ± 0,4 0,8 2,4 
50 1,5 431 ± 9 16,3 ± 0,7 0,8 5,7 
*podano kot AUC ± SD (n = 3) 
**z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
4.2.1.6 Optimizacija volumna topila za raztapljanje suhega ostanka po sušenju 
Z različnim volumnom topila za raztapljanje lahko prav tako vplivamo na uspešnost 
redukcije. Zato smo sušili po 0,5 ml heksanske faze in suh ostanek raztapljali v različnih 
volumnih mobilne faze. V preglednici XXI vidimo, da je najuspešnejša redukcija pri 
raztapljanju v 0,25 ml topila. A pri tem volumnu je ponovljivost postopka najslabša (RSD 
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> 5 %), kar pomeni večjo napako. Zato smo ohranili prvoten volumen za raztapljanje, 1 ml 
topila. 
Preglednica XXI: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2* in delež preostalega CoQ10 pri raztapljanju suhega ostanka z različnim 
volumnom MF 
Volumen MF 
[ml] 
Odziv CoQ10H2 ± 
SD 
Odziv CoQ10 ± 
SD 
Delež CoQ10 
[%]** 
RSD deleža 
CoQ10 [%] 
1,5 303 ± 12 17,8 ± 0,4 1,2 6,0 
1,25 351 ± 10 17,6 ± 0,4 1,1 2,6 
1,00 429 ± 9 19,6 ± 0,1 1,0 2,4 
0,75 575 ± 9 21,9 ± 0,7 0,8 4,3 
0,50 877 ± 13 28,2 ± 0,9 0,7 3,5 
0,25 1855 ± 35 48 ± 3 0,6 6,6 
*podano kot AUC ± SD (n = 3) 
**z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
Pri ugotavljanju stabilnosti CoQ10H2 smo kasneje določili optimalno topilo za raztapljanje 
– AK v ACN (CoQ10 : AK = 1 : 5) – 4.5.2. 
4.3 REDUKCIJA KOENCIMA Q10 Z ASKORBINSKO KISLINO IN 
PRIMERJAVA OBEH METOD REDUKCIJE 
4.3.1 REZULTATI REDUKCIJE Z AK 
Raztopino CoQ10 z AK (3.3.3) smo reducirali po že razviti metodi v magistrski nalogi (40). 
Po redukciji smo vzorec redčili po postopku, opisanem v poglavju 3.3.4. Kot je razvidno iz 
preglednice XXII, nismo uspeli popolnoma reducirati koencima Q10. Ostalo je približno 
0,5–1 % oksidirane oblike, pri nižjih koncentracijah nekoliko več, a to je verjetno 
posledica napake pri redčenju in napake pri odčitavanju majhnih odzivov. Prav tako manjši 
konstanten delež CoQ10 ostane, zato je tudi delež preostalega CoQ10 večji pri nižjih 
koncentracijah. 
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Preglednica XXII: Odzivi CoQ10 in CoQ10H2 po redukciji z askorbinsko kislino in delež preostalega CoQ10  
Kalibracijska 
raztopina 
c (CoQ10) 
[mg/l] 
AUC 
CoQ10H2 
AUC 
CoQ10 
Delež CoQ10 
[%]* 
1 % 9,78 42,90 10,99 5,2 
2 % 19,56 81,21 14,08 3,6 
5 % 48,90 210,45 15,86 1,6 
10 % 97,80 353,22 15,43 0,9 
20 % 195,60 740,70 20,45 0,6 
40 % 391,20 1469,40 34,73 0,5 
60 % 586,80 2098,78 55,02 0,6 
80 % 792,40 2808,20 77,39 0,6 
100 % 978,00 3520,90 113,66 0,7 
*z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
4.3.2 PRIMERJAVA REDUKCIJE CoQ10 Z ASKORBINSKO KISLINO IN NaBH4 
V okviru magistrske naloge smo preverili dva postopka redukcije koencima Q10, in sicer z 
askorbinsko kislino, ki traja več kot 24 ur, in z NaBH4, ki je precej hitrejši postopek. Obe 
metodi smo preizkusili z različnimi topili. Pri redukciji z AK smo pred merjenjem vzorec 
redčili z MF, brezvodnim EtOH ali z ACN, pri uporabi NaBH4 pa smo suh preostanek 
raztopili v vseh 3 omenjenih topilih in dodatno še v MeOH. Pri obeh postopkih smo suh 
ostanek raztopili oz. redčili v ustreznem volumnu, da smo imeli podobno koncentracijo 
CoQ10H2 v merjenem vzorcu. Pri redukciji z AK topilo za raztapljanje ni vplivalo na 
redukcijo, saj je bilo v vseh topilih oksidirane oblike koencima Q10 0,5 %, redukcija z 
NaBH4 pa je bila najboljša pri ACN in brezvodnem EtOH, a nekoliko slabša kot z AK, saj 
je bilo oksidirane oblike koencima Q10 0,9–1 % (preglednica XXIII). 
Preglednica XXIII: Primerjava deleža preostalega CoQ10 v različnih topilih po redukciji z AK oz. NaBH4 
Topilo Delež CoQ10 [%]* 
Po redukciji z AK Po redukciji z NaBH4 
MF 0,5 1,2 
MeOH / 1,6 
Brezvodni EtOH 0,5 0,9 
ACN 0,5 1,0 
*z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
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4.4 PREVERJANJE METOD NA IZDELKU 
Z magistrsko nalogo smo želeli preveriti, ali je razvita in optimizirana metoda redukcije 
primerna za uporabo na izdelkih – za ugotavljanje vsebnosti koencima Q10 v bolj 
kompleksnem vzorcu. Izbrali smo izdelek Fidi koencim 10. Ta izdelek so že analizirali v 
drugi magistrski nalogi in ugotovili, da vsebuje obe obliki koencima Q10 (57). Zato smo 
na tem izdelku preizkusili metode redukcije za ugotavljanje celotne vsebnosti koencima 
Q10 v izdelku. Prav tako smo na izdelku preizkusili metodo oksidacije koencima Q10, ki 
so jo že predhodno preizkusili (57). 
V izdelku smo tako vrednotili celoten koencim Q10 na 3 načine: s pretvorbo celotnega 
koencima Q10 v reducirano obliko, s pretvorbo celotnega koencima Q10 v oksidirano 
obliko in sočasno določanje obeh oblik. Najprej pa smo za optimalno ekstrakcijo 
optimizirali metodo za ekstrakcijo koencima Q10 in lipofilnih vitaminov iz mehkih kapsul, 
ki je bila razvita v drugi raziskavi (57). 
4.4.1 OPTIMIZACIJA METODE ZA VREDNOTENJE VSEBNOSTI CoQ10 V 
KAPSULAH 
Želeli smo skrajšati čas priprave vzorca, zato smo spremenili čas stresanja pri ekstrakciji 
analitov iz kapsul, čas soniciranja pri raztapljanju suhega ostanka v topilu za raztapljanje in 
čas mešanja na vibracijskem mešalniku (vortex). Rezultati v preglednici XXIV prikazujejo 
razliko v ekstrakciji glede na predhodno razvit postopek. 
Čas stresanja (20 ali 30 min) ni bistveno vplival na izkoristek ekstrakcije. Manjša razlika je 
le pri oksidirani obliki koencima Q10, a še vedno ni značilno nižji izkoristek, da ne bi 
izbrali krajšega časa stresanja. Pri spreminjanju časa soniciranja pri raztapljanju vzorca 
ponovno nismo odkrili večjih razlik med izkoristki, tako da je dovolj 2 min soniciranja 
vzorca, kar tudi pomembno skrajša čas priprave vzorca. Pri postopku raztapljanja suhega 
ostanka smo vzorec dodatno mešali na vortexu. Preverili smo tudi daljši čas mešanja – 1 
min, a ker so bile minimalne razlike pri izkoristkih analitov, smo ostali pri 30 sekundah 
vorteksiranja.  
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Preglednica XXIV: Relativni izkoristek (%) posameznega parametra ekstrakcije ali raztapljanja glede na parameter v 
izhodiščni metodi (57) 
VPLIV ČASA STRESANJA PRI EKSTRAKCIJI 
Čas [min] Relativni 
izkoristek E-
acetata [%]  
Relativni 
izkoristek β-
karotena [%] 
Relativni 
izkoristek 
CoQ10H2 [%] 
Relativni 
izkoristek 
CoQ10 [%] 
20 100,6 100,8 101,2 96,8 
30* 100,0 100,0 100,0 100,0 
VPLIV ČASA ULTRAZVOKA PRI RAZTAPLJANJU 
Čas [min] Relativni 
izkoristek E-
acetata [%] 
Relativni 
izkoristek β-
karotena [%] 
Relativni 
izkoristek 
CoQ10H2 [%] 
Relativni 
izkoristek 
CoQ10 [%] 
2 101,5 101,6 102,5 100,5 
5 100,0 100,7 101,1 97,6 
7 99,3 99,7 99,7 98,9 
10* 100,0 100,0 100,0 100,0 
15 100,0 99,7 99,3 102,4 
VPLIV ČASA MEŠANJA Z VORTEXOM PRI RAZTAPLJANJU 
Čas [min] Relativni 
izkoristek E-
acetata [%] 
Relativni 
izkoristek β-
karotena [%] 
Relativni 
izkoristek 
CoQ10H2 [%] 
Relativni 
izkoristek 
CoQ10 [%] 
0,5* 100,0 100,0 100,0 100,0 
1 100,0 100,2 100,6 99,4 
*časi v izhodiščni metodi (57) 
Poizkusili smo tudi, ali je uporaba ultrazvoka pri raztapljanju suhega ostanka sploh 
smiselna, kar je prikazano v preglednici XXV. Uporabili smo tri topila za raztapljanje – 
100 mg/l BHT v MF kot topilo za vrednotenje vseh analitov, ostali dve topili pa sta 
namenjeni ugotavljanju vsebnosti celotnega koencima Q10 v vzorcu, saj se tudi prisoten 
CoQ10H2 pretvori v oksidirano obliko. Rezultati, podani v preglednici XXV, prikazujejo, 
da pri uporabi 0,1 % FeCl3 ali 0,1 % Fe
3+ ni razlik, če uporabimo ultrazvok ali ne, pri 
uporabi topila 100 mg/l BHT v MF pa je izkoristek boljši brez uporabe ultrazvoka. V 
prejšnji magistrski nalogi (57) so ugotovili, da je lahko težava pri topnosti večje količine β-
49 
 
karotena v mobilni fazi, zato je pri uporabi vzorcev z večjo količino tega analita bolje, da 
se vseeno 2 min sonicira. Zato smo obdržali 2 min soniciranja. 
Preglednica XXV: Relativni izkoristek (%) posamezne spojine pri raztapljanju vzorca v različnih topilih glede na 
uporabo ultrazvoka (0 ali 2 min) 
Topilo Čas 
ultrazvoka 
[min] 
Relativni 
izkoristek E-
acetata ± SD 
[%] 
Relativni 
izkoristek β-
karotena ± SD 
[%] 
Relativni 
izkoristek 
CoQ10H2 ± 
SD [%] 
Relativni 
izkoristek 
CoQ10 ± SD 
[%]  
100 mg/l 
BHT v 
mobilni fazi 
2 
0 
99,0 ± 0,8 
100,0 
98,4 ± 0,2 
100,0 
99,7 ± 1,1 
100,0 
91,9 ± 8,8 
100,0 
0,1 % FeCl3 2 
0 
   100,5 ± 2,4 
100,0 
0,1 % Fe3+ 2 
0 
   99,4 ± 1,4 
100,0 
 
 
4.4.2 OKSIDACIJA CoQ10H2 
Pred primerjavo različnih metod vrednotenja vsebnosti koencima Q10 v izdelku smo 
preverili možnost priprave oksidirane oblike z železom po modificiranem postopku iz 
magistrske naloge (57). Ekstrakcijo analitov iz kapsul smo izvedli po optimiziranem 
postopku ekstrakcije (3.2.4.1.), raztapljanje suhega ostanka pa smo izvedli z 2 ml raztopin 
različnih koncentracij FeCl3 v MF (postopki priprave v poglavjih 3.3.2. in 3.3.7.). V 
magistrski nalogi so uporabili 0,1 % raztopino Fe3+ (57). Pri našem delu pa smo preizkusili 
dodatne koncentracije FeCl3 (0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,2), da bi ugotovili, pri kateri 
koncentraciji poteče 100 % oksidacija koencima Q10. Iz preglednice XXVI je razvidno, da 
pri nobeni uporabljeni koncentraciji FeCl3 ni potekla popolna oksidacija. Najbolj uspešna 
oksidacija je bila pri 0,2 % raztopini železa, kjer je bil delež CoQ10 nad 99 %. To 
koncentracijo smo nato uporabili v primerjavi metod za določanje skupne vsebnosti 
koencima Q10 (4.4.3.) 
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Preglednica XXVI: Odzivi CoQ10H2 in CoQ10* po oksidaciji koencima Q10 po ekstrakciji iz mehkih kapsul Fidi koencim 
10 z različnimi koncentracijami FeCl3 in delež preostalega CoQ10 
Koncentracija 
FeCl3 v MF [%] 
Odziv CoQ10H2 
± SD [%] 
Odziv CoQ10 ± 
SD [%] 
Delež CoQ10 
[%]** 
RSD deleža 
CoQ10 [%] 
0,001 4,8 ± 0,6 1461 ± 15 98,5 0,2 
0,005 4,4 ± 0,3 1423 ± 7 98,6 0,1 
0,01 4,9 ± 0,8 1376 ± 32 98,4 0,3 
0,05 5,3 ± 0,6 1345 ± 11 98,2 0,2 
0,1 3,0 ± 0,4 1320 ± 19 98,9 0,1 
0,2 2,3 ± 0,1 1308 ± 3 99,2 0,0 
* podano kot AUC ± SD (n = 3) 
**z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
4.4.3 PRIMERJAVA VSEBNOSTI ANALITOV V KAPSULAH 
4.4.3.1 Primerjava metod priprave za določanje koencima Q10 
Na izbranem izdelku smo preizkusili različne metode določanja koencima Q10 v kapsulah. 
Najprej smo izvedli ekstrakcijo iz kapsul po metodi iz poglavja 3.2.4.1., da smo določili 
dejanske odzive oziroma vsebnosti posameznih oblik koencima Q10 v izdelku. Izvedli smo 
tudi redukcijo po postopku 3.2.2.2. in oksidacijo po postopku 3.2.5. 
Pri določanju dejanske vsebnosti oksidirane in reducirane oblike koencima Q10 smo 
potrdili, da sta v izdelku prisotni obe obliki koencima Q10 (preglednica XXVII), kar so že 
predhodno ugotovili (57). Pravzaprav je prevladoval celo CoQ10H2, čeprav je na izdelku 
navedeno, da vsebuje oksidirano obliko. Pri uporabi 0,2 % FeCl3 (priprava vzorca 3.3.2.) 
oksidacija koencima Q10 ni bila popolna. A delež CoQ10 je bil 98,6, kar pomeni, da je 
obseg oksidacije velik in zadovoljiv in je torej metoda oksidacije primerna za določanje 
celotne vsebnosti koencima Q10 v izdelkih. 
Pri redukciji z NaBH4 smo dosegli skoraj popolno redukcijo. Delež preostalega CoQ10 je 
namreč bil 0,1 % (preglednica XXVII). Tako uspešna redukcija na standardu koencima 
Q10 predhodno ni uspela (4.2.1.), kar pomeni, da je tudi metoda redukcije primerna za 
določanje celotne vsebnosti koencima Q10 v izdelkih. Drugi analiti torej redukcije ne 
motijo, razlog tako uspešne redukcije pa je lahko to, da je v tem izdelku že večinoma 
prisotna reducirana oblika. 
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Preglednica XXVII: Odzivi CoQ10H2 in CoQ10* in delež preostalega CoQ10 po ekstrakciji iz mehkih kapsul Fidi koencim 
10 (po oksidaciji, redukciji vzorca oz. dejanski neposredni odzivi samo po ekstrakciji) 
Topilo 
(postopek) 
Odziv 
CoQ10H2 
Odziv 
CoQ10 
Koncentracija 
CoQ10H2 
[mg/l] 
Koncentracija 
CoQ10 [mg/l] 
Konc. 
koencima 
Q10 
[mg/l] 
Delež 
CoQ10 
[%]** 
0,2 % FeCl3 
v MF 
(oksidacija) 
7,9 2674,0 9,7 142,0 151,7 98,6 
AK v ACN 
(Q10 : AK = 
1 : 5) 
(redukcija z 
NaBH4) 
589,2 3,2 151,1 < LOQ 153,4 0,1 
AK v ACN 
(Q10 : AK = 
1 : 5) 
(dejanska 
vsebnost) 
508,9 192,3 135,9 12,2 148,1 7,5 
* podano kot AUC  
**z upoštevanjem faktorja razmerja odzivov pri 280 nm 
 
Kot je vidno v razpredelnici XXVII, smo primerjali metodo oksidacije, metodo redukcije z 
NaBH4 in metodo neposrednega določanja vsebnosti obeh oblik hkrati. Metode redukcije z 
AK nismo izvedli, saj je dolgotrajna in smo predhodno že dokazali, da z redukcijo z 
NaBH4 dosežemo primerljive rezultate na standardu (4.3.2). Ugotovili smo, da sta obe 
metodi za skupno določitev koencima Q10 v izdelku primerljivi. Z metodo redukcije z 
NaBH4 smo sicer dosegli skoraj popolno redukcijo (ostalo je le 0,1 % oksidirane oblike), a 
tudi pri oksidaciji je ostalo le 1,2 % reducirane, kar pomeni, da sta obe metodi primerni za 
določanje skupne koncentracije in vsebnosti koencima Q10 v izdelkih. Če primerjamo 
koncentracije koencima Q10 (preglednica XXVII), določene po različnih metodah, vidimo, 
da pri vseh treh dobimo primerljive končne koncentracije (148,1–151,7 mg/l), kar pomeni, 
da vse metode dajejo primerljive rezultate in jih lahko uporabimo za določanje skupne 
vsebnosti obeh oblik koencima Q10 v izdelkih. 
4.4.3.2 Primerjava vsebnosti koencima Q10 v mehkih kapsulah glede na raztapljanje v 
različnih topilih 
Na izbranem izdelku smo tudi preizkusili, kakšen je vpliv na analite, če suh preostanek 
raztapljamo v različnih topilih. Ekstrakcijo iz kapsul smo izvedli po metodi 3.2.4.1., suh 
preostanek pa smo nato posamezno raztapljali v različnih topilih. V MF, ki smo jo 
uporabljali kot topilo za raztapljanje pri optimizaciji redukcije (4.2.), brezvodni EtOH, ki je 
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izbrano topilo pri metodi redukcije z AK (4.3.), ter v AK v ACN v dveh koncentracijah 
(CoQ10 : AK = 1 : 5 oz. 1 : 0,1 – 3.3.2. in 3.3.7). Slednji topili sta bili najboljši pri 
stabilizaciji CoQ10H2 kot standarda (4.5.2.). 
Vsebnosti smo računali po enačbi 6. Za računanje vsebnosti CoQ10 in CoQ10H2 smo 
uporabili umeritveni premici iz poglavja 4.1.1.2. Ugotovili smo, da topilo ne vpliva na 
določitev vsebnosti koencima Q10, saj smo v vseh topilih dobili podobne rezultate, ki niso 
značilno različni – RSD < 5 % (preglednica XXVIII). Pri metodi neposrednega določanja 
obeh oblik smo ugotovili, da je v kapsulah prevladovala reducirana oblika. V vseh topilih 
iz preglednice XXVIII smo nato preverili tudi stabilnost analitov (4.5.3.). 
Določili smo tudi vsebnost CoQ10 in CoQ10H2 po oksidaciji z 0,2 % FeCl3 (3.3.2.) oziroma 
redukciji (postopek 3.2.2.2.). Za računanje oksidirane oblike smo uporabili umeritvene 
premice iz poglavja 4.2.6., za vsebnost reducirane oblike pa smo uporabili umeritveno 
premico, ki smo jo izrisali z rezultati, pridobljenimi z redukcijo z NaBH4 (poglavje 
4.2.1.2.). 
V zdravilu je navedena vsebnost CoQ10 – ubikinona 30 mg. V izdelku pa smo v različnih 
topilih (brez redukcije ali oksidacije) določili le 2,4 mg CoQ10 (preglednica XXVIII). A 
hkrati smo določili povprečno vsebnost CoQ10H2 v različnih topilih, kar 27,1 mg. Kar 
pomeni, če seštejemo vrednosti obeh oblik Q10, dobimo celotno vsebnost koencima Q10, 
v izdelku 29,5 mg, kar pomeni 98 % vsebnost glede na navedeno (navedena vsebnost je 30 
mg (20)). Če primerjalno pogledamo še vsebnost, ki smo jo določili po postopku redukcije 
oz. oksidacije, je povprečje malo višje, 29,8 mg v kapsuli (99 % vsebnost). Po USP 
kriterijih mora biti vsebnost koencima Q10 v mehkih kapsulah med 90 in 115 % navedene 
vsebnosti (48). Vsebnost skupnega koencima Q10 smo določili od 97,0 do 102,3 %, tako 
da skupna vsebnost koencima Q10 ustreza temu merilu. Vendar proizvajalec v izdelku 
navaja CoQ10, kar pomeni, da je iz formalnega stališča ta izdelek neustrezne kakovosti, saj 
vsebuje le okrog 8 % navedene oblike koencima Q10 (preglednica XXVIII). 
V izdelku smo vrednotili tudi vsebnosti E-acetata in β-karotena. Računali smo jih po 
enačbi 6, uporabili pa smo umeritvene premice iz poglavja 4.2.6. Ugotovljena vsebnost E-
acetata je bila v izdelku višja od navedene (preglednica XXVIII). Določili smo vsebnost 
35,9 mg oz. z upoštevanjem vseh postopkov obdelave vzorca smo določili vsebnost 37 mg. 
Navedena vsebnost je 24 mg, kar pomeni, da je bila dejanska vsebnost v kapsuli kar 147,1–
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164,2 %. Ta vsebnost presega tolerančne meje po USP. Predvidene tolerančne meje za 
vitamin E so namreč 95–120 % (62). Za β-karoten vsebnost v kapsuli ni navedena, saj je 
dodan kot pomožna snov (20). Vsebnost pa smo določili v povprečju 4,5 mg na kapsulo 
(preglednica XXVIII). 
  
54 
 
Preglednica XXVIII: Vsebnost analitov v izdelku, pripravljenem v različnih topilih  
Topilo za 
raztapljanje 
Vsebnost E-
acetat* 
β-
karoten* 
CoQ10H2 CoQ10* Celoten 
CoQ10** 
MF v kapsuli [mg] 36,4 4,5 27,6 2,5 30,1 
glede na 
navedeno [%] 
151,7 / / 8,3 100,3 
Brezvodni 
EtOH 
v kapsuli [mg] 35,3 4,4 26,7 2,4 29,1 
glede na 
navedeno [%] 
147,1 / / 8,0 97,0 
AK v ACN 
(Q10 : AK = 
1 : 0,1) 
v kapsuli [mg] 36,0 4,3 26,7 2,4 29,1 
glede na 
navedeno [%] 
150,0 / / 8,0 97,0 
AK v ACN 
(Q10 : AK = 
1 : 5) 
v kapsuli [mg] 35,7 4,4 27,2 2,4 29,6 
glede na 
navedeno [%] 
148,8 / / 8,0 98,7 
AK v ACN 
(Q10 : AK = 
1 : 5) 
(redukcija z 
NaBH4) 
v kapsuli [mg] 39,4 4,7 30,2 0,5 30,7 
glede na 
navedeno [%] 
164,2 / / / 102,3 
0,2 % FeCl3 v 
MF 
(oksidacija) 
v kapsuli [mg] 36,2 / 1,9 28,4 30,3 
glede na 
navedeno [%] 
150,8 / / / 101,0 
POVPREČJE 
VSEBNOSTI 
(v različnih 
topilih***)  
vsebnosti v 
kapsuli ± SD 
[mg] 
35,9 ± 
0,5 
4,4 ± 0,1 27,1 ± 
0,4 
2,4 ± 
0,1 
29,5 ± 0,5 
glede na 
navedeno 
vrednost ± SD 
[%]  
149 ± 2   8,1 ± 
0,2 
98 ± 2 
POVPREČJE 
VSEBNOSTI 
(primerjava 
vseh 
postopkov) 
vsebnosti v 
kapsuli ± SD 
[mg]  
37 ± 1 4,5 ± 0,2   29,8 ± 0,7 
glede na 
navedeno 
vrednost ± SD 
[%] 
152 ± 6    99 ± 2 
*navedena vsebnost v kapsulah: E-acetata 24 mg, CoQ10 (ubikinona) je 30 mg; vsebnost za β-
karoten ni navedena, saj je dodan kot pomožna snov 
**za računanje vsebnosti glede na navedeno smo upoštevali navedeno vrednost CoQ10 (30 mg) 
***brez upoštevanja rezultatov redukcije in oksidacije 
 
Reprezentativni kromatogrami analitov v testiranem izdelku v različnih topilih so v 
prilogah 2 in 3. 
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4.5 KRATKOROČNA STABILNOST 
Razvili in optimizirali smo metodo za redukcijo CoQ10 z NaBH4. Prav tako smo 
preizkusili, v katerem topilu za raztapljanje je redukcija najbolj uspešna. Toda pomembno 
je tudi, v katerem topilu je CoQ10H2 stabilen, da se kmalu ne oksidira nazaj v CoQ10. Zato 
smo preverili stabilnost CoQ10H2 (do 2 dni) v različnih topilih in v topilih z dodanimi 
antioksidanti za namen dodatne stabilizacije CoQ10H2. 
4.5.1 VPLIV RAZLIČNIH TOPIL NA STABILNOST CoQ10H2 KOT 
STANDARDA 
Na stabilnost CoQ10H2 v raztopini zelo vpliva izbira topila. Pri optimizaciji postopka 
redukcije CoQ10 z NaBH4 smo za raztapljanje uporabljali MF, pri redukciji z AK pa smo 
po že razvitem postopku v magistrski nalogi (40) uporabili za redčenje brezvodni EtOH. 
Ugotovili smo, da pri redukciji z NaBH4 izbira topila vpliva na uspešnost redukcije (4.2.) 
in na stabilnost CoQ10H2 (slika 15). Po 48 h pri 25 °C je bila najboljša stabilnost v ACN 
(95,4 % glede na začetno vsebnost), v MF je bila malo slabša (93,8 %), pri brezvodnem 
EtOH in MeOH pa je padla vsebnost pod 90 %. Pri redukciji CoQ10 z AK pa topilo ne 
vpliva na uspešnost redukcije (4.3.), prav tako pa ni zaznavnih večjih razlik pri stabilnosti 
v različnih topilih. Na sliki 16 vidimo, da je bila po 44 h na 25 °C vsebnost CoQ10H2 v 
vseh preizkušenih topilih še vedno višja od 95 %. Najvišjo vsebnost smo ugotovili pri 
ACN (99,4 %). Vzrok za boljšo stabilnost pri redukciji z AK je zelo verjetno prisotnost 
AK v vzorcu, saj so ugotovili, da AK kot reducent stabilizira CoQ10 (38). 
 
Slika 15: Vpliv topila na stabilnost raztopine standarda CoQ10H2 po redukciji z NaBH4 
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Slika 16: Vpliv topila na stabilnost raztopin standarda CoQ10H2 po redukciji z AK 
4.5.2 VPLIV ANTIOKSIDANTOV NA STABILNOST CoQ10H2 KOT 
STANDARDA 
Antioksidanti, kot so AK, BHT in propil galat, vplivajo na stabilnost CoQ10 (38), zato smo 
preizkusili, ali stabilizirajo CoQ10H2 po redukciji z NaBH4. Preverili smo tudi nekatere 
druge antioksidante, med drugim vitamin E, ki je pogosto dodan prehranskim dopolnilom s 
CoQ10 (preglednica XXVIII). Stabilnost smo preizkusili v raztopinah antioksidantov v 
ACN, saj smo ugotovili, da je ACN najboljša izbira za stabilizacijo CoQ10H2 med samimi 
topili oziroma je najboljša izbira tudi kot topilo za raztapljanje po redukciji z AK, kjer je 
torej dodatno prisotna AK (4.5.1.). Suh preostanek smo po postopku v poglavju 3.2.4.1. 
raztapljali v raztopinah antioksidantov v ACN z molskim razmerjem 
CoQ10 : antioksidant = 1 : 5. Slika 17 prikazuje, da je stabilnost CoQ10H2 v raztopini z 
vitaminom E zelo slaba, saj v raztopini po 92 h ni bilo več CoQ10H2. Pri uporabi vitamina 
E in propil galata je stabilnost CoQ10H2 celo slabša kot pa v primeru odsotnosti 
antioksidanta. Po drugi strani pa je najboljša stabilnost CoQ10H2 v kombinaciji z AK 
(100,1 % po 92 h), ≥ 95 % vsebnost pa je bila tudi pri lipojski kislini, GSH ter BHT v 
ACN. 
Reprezentativni kromatogrami CoQ10H2 v različnih topilih z dodanimi antioksidanti so v 
prilogah 4 in 5. 
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Slika 17: Vpliv raztopin različnih antioksidantov v ACN (molsko razmerje CoQ10 : antioksidant = 1 : 5) na stabilnost 
CoQ10H2 
Na stabilnost lahko vpliva tudi koncentracija antioksidanta, zato smo preizkusili še nižje 
koncentracije antioksidantov. Preizkusili smo vpliv nižje koncentracije lipojske kisline in 
AK v ACN (molsko razmerje CoQ10 : antioksidant = 1 : 2,5). AK in lipojsko kislino smo 
izbrali, saj sta bila to antioksidanta, ki sta najbolj stabilizirala CoQ10H2 v višji 
koncentraciji. Zaradi dodajanja vitamina E v izdelke s koencimom Q10 smo dodatno 
preverili vpliv nižje koncentracije vitamina E (molsko razmerje CoQ10 : vit. E = 1 : 2,5) in 
vpliv AK ali lipojske kisline v kombinaciji z vitaminom E (postopek 3.2.4.1.). Na sliki 18 
vidimo, da nižja koncentracija – nižje molsko razmerje antioksidanta v primeru samostojne 
uporabe AK ali lipojske kisline – ni vplivala na stabilnost, saj je po 70 h vsebnost CoQ10H2 
še vedno bila na 100 %. Na nestabilnost CoQ10H2 pa je vplivala nižja koncentracija 
vitamina E, saj je vsebnost po 70 h padla na 32 %. Vendar je bil upad vsebnosti CoQ10H2 
vseeno nižji v primerjavi z dvakrat višjo koncentracijo vitamina E (slika 17). Pri 
kombinaciji vitamina E z AK ali lipojsko kislino pa je bila stabilnost še precej boljša kot 
pri uporabi samega vitamina E. Pri kombinaciji z lipojsko kislino je bila sicer vsebnost 
CoQ10H2 53,5 %, pri kombinaciji z AK pa je vsebnost ostala 100 %, kar pomeni da je AK 
najbolj učinkovit stabilizator CoQ10H2, tudi v prisotnosti vitamina E. 
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Slika 18: Vpliv nižje koncentracije in kombinacij antioksidantov v ACN na stabilnost CoQ10H2 (na sliki podano molsko 
razmerje CoQ10 : antioksidant)  
Raziskavo smo v nadaljevanju razširili in preverjali še druga razmerja antioksidantov na 
stabilnost reducirane oblike koencima Q10. Izbrali smo AK, ker se je izkazal kot najboljši 
stabilizator CoQ10H2. Postopek priprave vzorcev AK je v poglavju 3.3.6.  
Kot je razvidno na sliki 19, ni značilnih razlik pri stabilizaciji CoQ10H2, kar pomeni, da 
tudi nižje koncentracije AK učinkovito preprečujejo pretvorbo reducirane oblike koencima 
Q10. Pri vseh koncentracijah je bila namreč vsebnost po 46 h več kot 98 %. Kot najboljši 
molski razmerji CoQ10 : AK sta se sicer izkazali 1 : 0,1 in 1 : 5 (vsebnost CoQ10H2 več kot 
99 % po 46 h), zato smo obe razmerji tudi preizkusili za določanje vsebnosti analitov v 
izdelku (4.4.3). 
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Slika 19: Vpliv različnega molskega razmerja CoQ10 in AK na stabilnost CoQ10H2 
 
4.5.3 STABILNOST ANALITOV V IZDELKU 
Vrednotenje stabilnosti enostavnih raztopin standarda CoQ10H2 v različnih topilih (4.5.1 in 
4.5.2) smo nadgradili z določanjem stabilnosti koencima Q10 v izdelkih, ki so bolj 
kompleksni in vsebujejo številne sestavine, ki bi lahko vplivale na stabilnost koencima 
Q10. Na izdelku smo preizkusili vpliv topila (MF, ACN in brezvodnega EtOH) in 
stabilizacijo z antioksidanti. Preizkusili smo AK v ACN v dveh koncentracijah, saj smo 
predhodno ugotovili, da AK dobro stabilizira CoQ10H2 (4.5.2.), in vpliv BHT v MF. Pri 
tem smo kot topilo za raztapljanje uporabili BHT v MF v dveh koncentracijah. V vseh 
vzorcih pa je prisoten tudi BHT, saj smo kot ekstrakcijsko topilo uporabili 500 mg/l BHT v 
n-heksanu. Tako da je v vsaki končni raztopini zaradi postopka ekstrakcije koncentracija 
BHT 250 mg/l. 
Stabilnost reducirane oblike koencima Q10 smo vrednotili na podlagi spremljanja deleža 
oksidiranega koencima Q10 s časom. Rezultati so podani v preglednici XXIX. V 100 mg/l 
BHT v MF, 500 mg/l BHT v MF in brezvodnem EtOH se je delež oksidiranega koencima 
Q10 v zadnji časovni točki precej povečal (za približno 40 %), kar pomeni, da reducirana 
oblika v teh topilih ni stabilna, saj se očitno pretvarja v oksidirano obliko. Tudi v MF se je 
delež oksidiranega koencima Q10 zvišal (za 15 %). V topilih, ki so vsebovala AK, je po 
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21 h delež CoQ10 ostal enak glede na delež v času 0, kar pomeni da je CoQ10H2 v 
primernem topilu stabilen vsaj 1 dan. 
Preglednica XXIX: Spreminjanje deleža CoQ10* s časom v različnih topilih 
Topilo MF 100 
mg/l 
BHT v 
MF 
500 
mg/l 
BHT v 
MF 
brezvod
ni 
EtOH 
AK v 
ACN 
(CoQ10 : 
AK = 
1 : 0,1) 
AK v 
ACN 
(CoQ10 : 
AK = 
1 : 5) 
AK v ACN 
(CoQ10 : AK = 
1 : 5) po 
redukciji z 
NaBH4 
Čas 
[h] 
0 8,2 13,9 14,7 8,1 8,2 8,1 0,1 
2 8,7 16,3 18,8 8,9 8,4 8,5 0,6 
4 8,7 18,8 21,1 9,2 8,4 8,3 0,5 
8 8,9 19,4 22,8 10,3 8,4 8,2 0,4 
12 9,1 20,3 23,8 11,3 8,4 8,1 0,3 
21 9,4 22,0**  25,1** 
 
13,1 8,4 8,0 0,3 
*z upoštevanjem faktorja razmerja pri 280 nm 
**merjeno po 22 h 
 
V izdelku Fidi koencim 10 sta tudi E-acetat in β-karoten (20), zato smo preverili tudi 
stabilnost teh dveh analitov. Na sliki 20 vidimo, da je E-acetat stabilen v vseh testiranih 
topilih, saj je bila vsebnost E-acetata po 21 oziroma 22 h med 100 in 102 %. Drugačen pa 
je vpliv topil na stabilnost β-karotenu (slika 21). V obeh preizkušenih koncentracijah AK v 
ACN je namreč vsebnost po 21 h padla na 79–80 %. V vzorcu, ki smo mu dodali NaBH4, 
da smo reducirali koencim Q10, nato pa ga tudi raztapljali v raztopini AK v ACN 
(CoQ10 : AK = 1 : 5), pa je stabilnost presenetljivo boljša (95,8 % po 21 h), vendar slabša 
kot v ostalih topilih. V topilu za raztapljanje 500 mg/l BHT v MF je vsebnost po 22 h 
narasla na 102,7 %, pri vseh ostalih topilih pa je ostala na približno 100 % (98,9–100,2 %). 
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Slika 20: Stabilnost E-acetata v različnih topilih po ekstrakciji iz mehkih kapsul Fidi koencim 10 
 
Slika 21: Stabilnost ß-karotena v različnih topilih po ekstrakciji iz mehkih kapsul Fidi koencim 10 
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5 SKLEPI 
 Prilagodili in ovrednotili smo predhodno razvito instrumentalno metodo HPLC za 
sočasno določanje oksidirane in reducirane obliko koencima Q10: 
o Določili smo optimalno valovno dolžino pri 280 nm za sočasno določanje 
obeh oblik Q10.  
o Metodo smo validirali po smernicah ICH in potrdili ustreznost metode 
vključno s selektivnostjo in linearnostjo obeh oblik koencima Q10 pri 
280 nm. 
 Optimizirali smo metodo redukcije koencima Q10 z natrijevim borohidridom: 
o Optimalna uporabljena koncentracija CoQ10 za redukcijo je bila 250 mg/l in 
masno razmerje CoQ10 proti NaBH4 1 proti 5. 
o Potrdili smo, da sta dodatka MeOH (500 µl) in 0,1 M EDTA (0,5 ml) nujno 
potrebna za uspešnost redukcije. 
o Optimalen postopek je vključeval 3 min mešanja na vibracijskem mešalniku 
in 5 min vmesnega mirovanja vzorca. 
o Optimalno sušenje je zajemalo sušenje 0,50 ml vzorca pri 40 °C. 
o Za raztapljanje smo uporabili 1 ml topila AK v ACN v razmerju 1 : 5. 
 Primerjali smo metodi redukcije standarda koencima Q10 z natrijevim 
borohidridom in askorbinsko kislino in ugotovili, da je pri slednji redukcija 
nekoliko boljša (0,5 % oz. 0,9–1,6 % je delež preostale oksidirane oblike), a traja 
dlje časa (24 ur v primerjavi z manj kot 30 min). Redukcija koencima Q10 v 
izdelku z natrijevim borohidridom pa je bila zelo uspešna, saj je ostalo 0,1 % 
oksidirane oblike koencima Q10. 
 Optimizirali smo predhodno razvito metodo za ekstrakcijo koencima Q10 in 
lipofilnih vitaminov iz mehkih kapsul in skrajšali čas priprave vzorca: 
o Za optimalno ekstrakcijo je dovolj 20 min stresanja, za raztapljanje pa 2 
min soniciranja vzorca in 30 sekund mešanja na vibracijskem mešalniku. 
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 Kot najprimernejša koncentracija železovega (III) klorida za oksidacijo koencima 
Q10 pri določanju skupnega oksidiranega koencima Q10 v kapsulah se je izkazala 
0,2 % raztopina FeCl3. 
 Vsebnost skupnega koencima Q10 v kapsulah smo določali neposredno, torej obe 
obliki (oksidirano in reducirano) hkrati, ter preko popolnoma oksidirane in 
reducirane oblike koencima Q10 na izdelku – Fidi koencim 10. 
o Ugotovili smo, da so vse tri metode primerljive in tako primerne za 
določanje vsebnosti skupnega koencima Q10 v kapsulah. 
o Vsebnost skupnega koencima Q10 v kapsulah ustreza USP specifikaciji, a 
je bilo na izdelku navedeno, da vsebuje oksidirano obliko koencima Q10. 
Ker pa je bila prevladujoče prisotna reducirana oblika (> 90 %), pomeni, da 
izdelek ni sprejemljiv s stališča kontrole kakovosti.  
o Določili smo tudi vsebnosti drugih lipofilnih vitaminov v izdelku. Vsebnost 
vitamina E ne ustreza kriterijem, saj presega navedeno vsebnost za kar 
147,1–164,2 % (tolerančne meje po USP so 95–120 %). Za β-karoten 
vsebnost ni podana, saj je v izdelku kot pomožna snov, določili pa smo ga v 
povprečju 4,5 mg na kapsulo. 
 Pri analitiki je pomembna tudi kratkoročna stabilnost, da določimo dejanske 
koncentracije, ki so v preiskovanih izdelkih, in da se med analizo vrednosti 
bistveno ne spreminjajo. 
o Pri preizkusu na standardu smo ugotovili, da sta najboljši topili za 
stabiliziranje CoQ10H2 AK v ACN v razmerjih 1 : 0,1 oziroma 1 : 5, saj je 
bila vsebnost CoQ10H2 po 46 h še vedno več kot 99 %. 
o Pri preizkusu stabilnosti analitov v izdelku smo ugotovili, da je najboljša 
stabilnost CoQ10H2 v topilu AK v ACN v razmerju 1 : 5 po redukciji z 
NaBH4. Isti postopek priprave vzorca (redukcija z NaBH4) in topilo za 
raztapljanje po sušenju AK v ACN (razmerje CoQ10 : AK = 1 : 5) je tudi 
najbolje stabiliziralo obe ostali aktivni komponenti – β-karoten in E-acetat. 
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7 PRILOGE 
Priloga 1: Kromatogrami uporabljenih topil (MF, EtOH, brezvodni EtOH) 
 
 
 
 
  
ii 
 
Priloga 2: Kromatogrami vzorčne raztopine izdelka v različnih topilih 
 
 
 
 
  
1. MF 
2. Brezvodni EtOH 
3. AK v ACN 
(koencim Q10 : AK 
= 1 : 0,1) 
4. AK v ACN 
(koencim Q10 : AK 
= 1 : 5) 
iii 
 
Priloga 3: Kromatograma vzorčne raztopine izdelka po redukciji/oksidaciji 
 
  
1. Po redukciji z 
NaBH4 (v AK v ACN 
– Q10 : AK = 1 : 5) 
2. Po 
oksidaciji 
z 0,2 % 
FeCl3 
iv 
 
Priloga 4: Kromatogrami CoQ10H2 v različnih topilih z dodanimi antioksidanti z molskim 
razmerjem koencim Q10 : antioksidant = 1 : 5 (1) 
  
1. BHT v 
ACN 
2. Vitamin E 
v ACN 
3. Lipojska kislina 
v ACN 
4. Propil galat 
v ACN 
v 
 
Priloga 5: Kromatogrami CoQ10H2 v različnih topilih z dodanimi antioksidanti z molskim 
razmerjem koencim Q10 : antioksidant = 1 : 5 (2) 
 
1. Askorbil 
palmitat v 
ACN 
2. GSH v ACN 
3. AK v ACN 
